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Durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) ist die Identifikation von Assoziatio-
nen zwischen Krankheiten und Allelen im gesamten Genom möglich. Die Beurteilung
der Relevanz identifizierter Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), das bessere Ver-
ständnis der Pathogenese der assoziierten Erkrankung und die Identifikation neuer
Therapieansätze erfolgt jedoch über die Kenntnis der Funktion des durch die Genmu-
tation in Struktur, Menge oder Funktionalität veränderten Proteins. Ein Beispiel hierfür
ist die 2007 erstmals beschriebene Assoziation zwischen kindlichem Asthma bronchiale
und dem Genlocus von ORM-like protein 3 (ORMDL3) auf dem Chromosomenabschnitt
17q21, die bei unbekannter ORMDL-Funktion zunächst zu keinem Erkenntnisgewinn
hinsichtlich der Pathogenese oder Therapie von Asthma führte. Asthma ist die häu-
figste chronische Erkrankung der Atemwege im Kindesalter, doch bisher stehen, auch
aufgrund der noch unzureichend verstandenen Pathogenese, nur symptomatische The-
rapien zur Verfügung.
Ziel dieser Arbeit war es, mittels Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) Pro-
tein-Protein-Interaktionen (PPI) der ORMDL-Proteinfamilie zu identifizieren, um aus
dem dadurch entstehenden explorativen Interaktom Rückschlüsse auf die Funktion der
ORMDL-Proteine zu ziehen. Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Interaktion zwischen
ORMDL und dem β2-Adrenorezeptor (β2-AR) genauer analysiert werden.
Im ersten Teil der Arbeit wurden für die Erstellung eines Interaktoms von ORMDL1,
ORMDL2 und ORMDL3 mittels BRET insgesamt 471 PPI untersucht, wobei hypothe-
sengetrieben Interaktionspartner aus verschiedenen zellulären Funktionssystemen ge-
prüft wurden. Es gelang der Nachweis einer Homo- und Heterooligomerisierung aller
ORMDL-Proteine. Zudem wurden PPI zwischen ORMDL und humanen Homologen
von in Saccharomyces cerevisiae bekannten Interaktionspartnern untersucht. Hier konn-
ten aus 21 untersuchten PPI 12 positive identifiziert werden, darunter mit wichtigen
Proteinen der Cholesterin- und Sphingolipidbiosynthese. Zudem wurde untersucht, ob
ORMDL mit Membranrezeptoren interagiert. Hier waren 33 von 39 PPI positiv. Unter
den immunologisch relevanten Proteinen waren 19 der 51 PPI positiv. Weiterhin wurde
untersucht, ob ORMDL mit wichtigen Chaperonproteinen sowie Proteinen des Calci-
umstoffwechsels interagiert, wobei 47 von 81 PPI positiv waren. Von 7 untersuchten
Proteinen des γ-Sekretase-Komplexes interagierten 6 mit allen ORMDL-Proteinen. Eine
Testung gegen das peroxisomale Proteom ergab schließlich bei 126 getesteten PPI 24 po-
sitive. Insgesamt waren 45,4 % der 366 in den hypothesengetriebenen Untersuchungen
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geprüften PPI positiv. In einem Kontrollexperiment mit Testung auf eine Interaktion
von ORMDL1, ORMDL2 oder ORMDL3 mit 35 zufällig ausgewählten Proteinen aus
der in der eigenen Arbeitsgruppe etablierten cDNA-Bank waren es hingegen nur 1,9 %.
Zusammenfassend konnten 168 PPI, davon über 155 erstmals, nachgewiesen werden.
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Interaktion von ORMDL mit einem neu iden-
tifizierten Interaktionspartner, dem β2-AR, genauer charakterisiert. Wir verifizierten
die Interaktion mittels Co-IP und konnten mittels BRET zeigen, dass ORMDL3 β2-AR
mit signifikant höherer Affinität bindet als ORMDL1 oder ORMDL2. Die Affinität von
ORMDL3 zu β2-AR hing dabei vom β2-AR-Allelstatus ab und ließ sich durch Zugabe
von in der Asthmatherapie relevanten β-Sympathomimetika beeinflussen. Aufgrund
der ER-Lokalisation der ORMDL-Proteine und der zuvor nachgewiesenen Interaktio-
nen mit Membranproteinen und Chaperonen untersuchten wir schließlich, ob ORMDL3
möglicherweise als akzessorisches Protein einen Einfluss auf die Oberflächenexpression
von β2-AR ausübt. Im In-Cell/On-Cell ELISA konnte gezeigt werden, dass die Koexpres-
sion von ORMDL3 die Menge des an der Zelloberfläche lokalisierten β2-AR erhöht.
Der Nachweis von Homo- und Heterooligomeren von ORMDL stärkt die Hinweise auf
eine Assoziation auch von ORMDL1 und ORMDL2 und damit der gesamten ORMDL-
Proteingruppe mit kindlichem Asthma und ist Teil einer Publikation, in der auch eine
Assoziation von Polymorphismen der Promotorregionen von ORMDL1 und ORMDL2
mit der Erkrankung an Asthma nachgewiesen werden konnten. Auch der Nachweis
eines beinahe identischen Interaktoms für ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 deutet
auf eine gemeinsame Funktion und eine gemeinsame Assoziation mit Asthma hin.
Insgesamt zeigt das explorative Interaktom, dass die ORMDL-Proteine als date hub
Proteine mit komplexen Funktionen im endoplasmatischen Retikulum fungieren könn-
ten. Die hypothesengestriebenen Untersuchungen bestätigen zugleich Interaktionen mit
Proteinen des Calciumhaushalts, der Alzheimerpathogenese und der Spingholipidsyn-
these. Für diese Prozesse ist mittlerweile eine Beteiligung von ORMDL belegt. Der
erstmalige Nachweis von Interaktionen zwischen den ORMDL-Proteinen und immuno-
logisch relevanten Proteinen wie auch zahlreichen Membranrezeptoren, darunter der β2-
AR, macht zudem eine direktere Assoziation zwischen Asthma und ORMDL möglich.
ORMDL3 zeigte einen Einfluss auf die Oberflächenexpression eines Membranrezeptors
(β2-AR) und seine Interaktion mit β2-AR wird wiederum durch β-Sympathomimetika
und die in der Pharmakogenetik von Asthma relevanten β2-AR-Allele G16/Q27, R16/Q27
und G16/E27 beeinflusst. Dies ist ein neuer Ansatz für das Verständnis der komplexen
ORMDL-Funktionen. Die Relevanz der gezeigten PPI mit Membranrezeptoren und ins-
besondere β2-AR in der Krankheitsentstehung von Asthma wird durch weitere Unter-




Asthma bronchiale stellt eine heterogene Gruppe von chronisch entzündlichen Erkran-
kungen der Atemwege dar, die durch bronchiale Hyperreagibilität und Bronchialob-
struktion gekennzeichnet sind (Bousquet u. a. 2007, Siroux u. a. 2011, Martinez u. a.
2013). Klinisch präsentiert sich Asthma bronchiale durch wiederkehrende Episoden mit
pfeifenden Atemgeräuschen (Tenero u. a. 2013), Giemen, Husten, paroxysmaler Dys-
pnoe mit exspiratorischem Stridor und thorakalem Engegefühl (Li u. a. 1996, Papado-
poulos u. a. 2012, Patadia u. a. 2014, Tarasidis u. a. 2015). Weltweit ist Asthma bronchiale
die häufigste chronische Erkrankung der unteren Atemwege im Kindesalter (Lundback
u. a. 2016, Milligan u. a. 2016, Pearce u. a. 2007). Die Erkrankung beginnt zumeist schon
im Vorschulalter (Radhakrishnan u. a. 2014) und die Verläufe sind heterogen (Guilbert
u. a. 2014, Piippo-Savolainen u. a. 2008). Schwere Asthmaverläufe haben einen großen
Einfluss auf die Lebensqualität der erkrankten Kinder (Brand u. a. 2015) und führen zu
enormen medizinischen und sozioökonomischen Belastungen (Dominguez-Ortega u. a.
2015). Die pathogenetischen Einflussfaktoren sind mannigfaltig, ebenso wie Klassifika-
tionen und Forschungsansätze.
Zwar sind die zentralen Pathomechanismen chronische Entzündung, bronchiale Hyper-
reagibilität mit Bronchospasmus und airway remodelling, die krankheitsbedingten oder
-bedingenden strukturellen Veränderungen der Atemwege, bekannt (Holgate 2008, Hol-
gate 2011). Auch sind die entscheidend beteiligten Zellen des Immunsystems mit Mast-
zellen, eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten identifiziert worden und das Kon-
zept, dass der Asthmaentstehung Gen-Umwelt-Interaktionen zugrunde liegen, wird als
richtig angenommen (Apter 2013, Blumenthal 2012, Custovic u. a. 2012, Kabesch 2014,
Kauffmann u. a. 2012, Koppelman 2006, Lee u. a. 2015, Mutius 2009, Rava u. a. 2015, Ri-
goli u. a. 2011, Weiss 1999). Verschiedene Umweltfaktoren sind Tabakrauch (Ciaccio u. a.
2014, den Dekker u. a. 2015, Farber u. a. 2016, Ferrante u. a. 2014), Luftverschmutzung
(Gehring u. a. 2015, Ierodiakonou u. a. 2016, Jacquemin u. a. 2015, Paramesh 2008) oder
Atemwegsinfektionen (Costa u. a. 2014, Papadopoulos u. a. 2012, W. C. Tan 2005) sind
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bereits bekannt. Die genauen genetischen Ursachen hingegen sind noch fast vollständig
unklar (Moffatt u. a. 2007). Zwar lassen die etablierten Medikamente bei einem Großteil
der Patienten eine gute Symptomkontrolle zu und evidenzbasierte, weltweit abgestimm-
te Leitlinien zur Therapie des Asthma bronchiale existieren (International Consensus on
Paediatric Asthma (ICON) on pediatric asthma) (Bousquet u. a. 2007, Papadopoulos u. a.
2012), doch sind, auch aufgrund der unzureichend verstandenen Pathogenese, zur Zeit
noch keine wirksame Prävention und keine kausalen und spezifischen kurativen The-
rapien möglich (Darveaux u. a. 2015, Papadopoulos u. a. 2012). Es bleiben denn auch bis
zu einem Fünftel der Asthmaerkrankungen trotz optimaler medikamentöser Therapie
unzureichend kontrolliert (Bush 2015, Cazzoletti u. a. 2007, Fitzpatrick u. a. 2012, Wen-
zel 2012). Somit ist ein genaueres Verständnis der Krankheitsentstehung des kindlichen
Asthmas unerlässlich, um die symptomatische Therapie besser auf die heterogenen
Krankheitsverläufe abstimmen und kurative Therapien für die einzelnen Asthmasyn-
drome entwickeln zu können (Bagnasco u. a. 2016, Darveaux u. a. 2015, Fajt u. a. 2014,
Grotenboer u. a. 2013, Ober u. a. 2011, Ortega u. a. 2013, Pijnenburg u. a. 2015, Portelli
u. a. 2012).
1.1.1 Epidemiologie, Pathogenese und Klassifikation
Weltweit sind zwischen 230 und 300 Millionen Menschen von Asthma bronchiale betrof-
fen (Ferkol u. a. 2014, Masoli u. a. 2004, Pearce u. a. 2007, Zar u. a. 2014). In den letzten
Jahrzehnten hat die Prävalenz von Asthma wie auch die von Atopie und Allergien
weiter zugenommen und beträgt in Industrieländern mittlerweile 5-16 % (Pearce u. a.
2007, Akinbami u. a. 2012), allerdings mit großen regionalen Unterschieden. So liegt die
Prävalenz für Asthma in Schottland und weiteren Teilen des Vereinigten Königreichs
bei 15,3-18,4 %, während sie in Deutschland 6,9 % und in Dänemark nur 3 % beträgt
(Masoli u. a. 2004, Schmitz u. a. 2012). Es handelt sich bei der Erkrankung eher um
eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit unterschiedlicher Pathogenese, unter-
schiedlichen klinischen Verläufen und unterschiedlichen optimalen Therapiestrategien
als um eine Entität. Diese Subtypen mit ihren noch unbekannten unterschiedlichen Pa-
thomechanismen werden als Asthmaphänotypen bezeichnet (Siroux u. a. 2011). Eine
Unterscheidung von Asthma im Kindes- sowie im Erwachsenenalter ist hierbei sinnvoll
aufgrund der unterschiedlichen klinischen Phänotypen (de Nijs u. a. 2013, Larsen 2000).
In älteren Klassifikationen wurden zwei Hauptformen des Asthma bronchiale hinsicht-
lich der Pathogenese unterschieden: das allergische Asthma und das nicht-allergische
Asthma (Corren 2013, Handoyo u. a. 2009, Humbert u. a. 1999, H. Y. Kim u. a. 2010, Pe-
ters 2014, Scadding 2007, C. Walker 1993). Bei Krankheitsbeginn im Kindesalter ist die
allergische Komponente häufig stärker ausgeprägt und es besteht eine Sensibilisierung
gegen ein oder mehrere Allergene, die bei Exposition die Symptome auslösen (Sporik
u. a. 1990, Wahn u. a. 1997). Moderne Ansätze gruppieren die Asthmaphänotypen eher
multidimensional als in die einfache Dichotomie allergisch bzw. nicht-allergisch (Siroux
u. a. 2011). So werden anhand einer Vielzahl von Merkmalen wie Alter, Atopie, Schwe-
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regrad der Atemwegsobstruktion, Ansprechen auf Medikamente und Triggerfaktoren
von Untergruppen abgegrenzt (Corren 2013, Siroux u. a. 2011). Auch eine Klassifikati-
on über verschiedene vorherrschende Symptome ist möglich in die Gruppen Husten,
Giemen und Atemnot, wobei die Gruppe der Kinder mit Atemnot durch eine länge-
re Erkrankungsdauer, hohe Serum-IgE-Spiegel und ein gutes Ansprechen auf Kortison
gekennzeichnet war, die Gruppe mit dem Hauptsymptom Husten dagegen jünger war,
einen erhöhten Eosinophilenspiegel aufwies und besonders gut auf die Therapie mit
Montelukast ansprach und die Gruppe mit Giemen ein gemischtes Bild zeigte und auf
beide Medikamente ansprach (Zedan u. a. 2013, Mantzouranis u. a. 2014). Aus der Ein-
teilung in solche verschiedene Phänotypen ergibt sich die Hoffnung auf eine gezieltere
Therapie der einzelnen Unterformen in Zukunft. Aus diesem Grund wurden in einem
Expertenkonsens über die sieben Parameter klinische Charakteristik, Biomarker, Lun-
genfunktion, Genetik, Histopathologie, Epidemiologie und Therapieerfolg sechs Asth-
maendotypen definiert, darunter Aspirin-sensitives Asthma, allergische bronchopulmo-
nale Mykose, allergisches Asthma und eine schwere spät-beginnende hypereosinophile
Form, denen wahrscheinlich verschiedene genetische und immun-pathologische Me-
chanismen zugrunde liegen (Lötvall u. a. 2011, Siroux u. a. 2011, Wenzel 2012).
Der allergische Asthmaphänotyp geht häufig einher mit Komorbiditäten wie atopischer
Dermatitis, Nahrungsmittelallergien und chronischen Sinusitiden (Khan 2014, Paaso
u. a. 2014, Shaker 2014). Innerhalb der Gruppe des allergischen Asthmas wird unter-
schieden in Formen des saisonalen allergischen Asthmas, das beispielsweise durch eine
Monosensibilisierung gegen Pollen ausgelöst wird, und Formen des chronifizierten all-
ergischen Asthmas, bei dem das ursprünglich sensibilisierende Allergen unter Umstän-
den keine Rolle mehr spielt. In der Pathogenese des klassischen allergischen Asthmas
wird die folgende Sequenz des Entzündungsprozesses angenommen: Die initiale All-
ergenexposition führt zur vermehrten Produktion und Ausschüttung von spezifischen
IgE-Antikörpern. Diese fehlerhafte und überschießende IgE-Antwort wird durch das
Überwiegen von Typ2-T-Helferzellen gegenüber Typ1-T-Helferzellen begünstigt (Fahy
2015). Entscheidend für die Entwicklung des Asthma bronchiale ist dann der chroni-
sche Entzündungsprozess der Atemwege (Galli u. a. 2008). Die Inflammation ist ein
multizellulärer Prozess, der besonders auf der Aktivierung von Mastzellen, Eosinophi-
len, Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen beruht (Holgate 2011). Zum
inflammatorischen Prozess tragen außerdem die glatten Muskelzellen der Bronchien
sowie Epithelzellen bei (Holgate 2007). Gemeinsam verursachen sie durch Mediatoren
des Immunsystems wie Chemokine und Zytokine ein inflammatorisches Milieu, das die
chronische Entzündungsreaktion unterhält und zu strukturellen Veränderungen führt
(Nakajima u. a. 2007, Renauld 2001). Es kommt zu einer Zunahme der Wandstärke der
Bronchien, zu vermehrter Mukusproduktion, einer Epithelablösung, einer Hypertro-
phie der glatten Muskulatur, einer Hyperämie mit Vermehrung des Gefäßnetzes, einer
Verbreiterung der Basalmembran und einer Abnahme der Elastizität der Atemwege (Al-
Muhsen u. a. 2011, Fahy u. a. 2000, Harvey u. a. 2013, N. Hirota u. a. 2013, Lambrecht u. a.
2012). Diese Prozesse sind zunächst noch reversibel, mit zunehmender Dauer der In-
flammation allerdings werden die Veränderungen permanent (Pascual u. a. 2009). Ob es
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sich bei den strukturellen Veränderungen ausschließlich um eine Folge der chronischen
Atemwegsinflammation handelt oder diese teilweise sogar vorausgehen, ist jedoch um-
stritten (Mantzouranis u. a. 2014). Der entscheidende Pathomechanismus in der Auslö-
sung eines Asthmaanfalls ist dann der Bronchospasmus. Dieser kann in seltenen Fällen
spontan auftreten, vor allem jedoch durch eine Vielzahl von unterschiedlichen Reizen
verursacht werden, die im Einzelnen abhängig sind vom Asthmaphänotyp (Malmström
u. a. 2013). Für das allergische Asthma ist die durch den Kontakt mit einem spezifischen
Antigen ausgelöste IgE-vermittelte Soforttypreaktion (Typ1) mit der Degranulation von
Mastzellen und dem durch die darin enthaltenen Mediatoren wie Histamine, Bradyki-
nine oder Leukotrine ausgelösten Bronchospasmus entscheidend (Galli u. a. 2012, Stone
u. a. 2010). Die bronchiale Hyperreagibilität auf unspezifische Reize auch im symptom-
freien Intervall ist ein allgemeines Kennzeichen des Asthma bronchiale und lässt sich
im Metacholin-Provokationstest auch bei circa 10 % der gesunden Population nachwei-
sen (Hewitt 2008). Zusammen führen diese Mechanismen zur attackenartig verstärkten
endobronchialen Obstruktion mit der Auslösung der typischen klinischen Symptome
wie Giemen, Husten, Luftnot mit exspiratorischem Stridor und thorakalem Engegefühl
(Brand u. a. 2015, Papadopoulos u. a. 2012, van der Wiel u. a. 2014).
Für das kindliche allergische Asthma ist bekannt, dass schon im Vorschulalter der kli-
nischen Manifestation episodisches Giemen und eine bronchiale Hyperreagibilität vor-
ausgehen (Korppi u. a. 1994, Sears u. a. 2003, Stern u. a. 2008). Insbesondere Giemen
während viraler Infektionen der oberen Atemwege ist eine häufige Erstmanifestation
(Korppi u. a. 1994, Szefler u. a. 2014). Früh zeigen sich heterogene klinische Verläufe. Die
meisten Asthmaerkrankungen sind durch eine milde Ausprägung der Symptomatik ge-
kennzeichnet mit passageren, reversiblen Atemwegsobstruktionen ohne den Übergang
in ein chronisches Asthmasyndrom und lassen sich mit den üblichen Medikamenten
wie β-Sympathomimetika ambulant behandeln (Cazzoletti u. a. 2007). Ein kleiner Teil
der Asthmasyndrome hingegen verläuft chronisch mit schweren, lebensbedrohlichen
Asthmaanfällen (Cazzoletti u. a. 2007). Solche Verläufe sind gekennzeichnet durch eine
Atemwegsobstruktion auch im anfallsfreien Intervall. Die Gruppe mit einer schweren
Asthmaerkrankungen bereits im Kindesalter weist schon zum Zeitpunkt der Geburt eine
verminderte Lungenfunktion und eine erhöhte bronchiale Reagibilität auf (S. W. Turner
u. a. 2004, Mantzouranis u. a. 2014), möglicherweise bereits ein Zeichen des erhöhten ge-
netischen Asthmarisikos, zeigt dann im Verlauf eine im Vergleich mit der Altersgruppe
im Vorschulalter verminderte Zunahme der Lungenfunktion (Bisgaard u. a. 2012) und
schließlich eine lebenslange, beschleunigte Abnahme der Lungenfunktion (A. L. James
u. a. 2005, Strunk u. a. 2006).
1.1.2 Therapie
Obwohl es sich um eine heterogene Gruppe von Erkrankungen handelt, die durch Um-
weltfaktoren in Kombination mit variablen, noch unbekannten genetischen Einflüssen
ausgelöst werden, stellt sich die bisherige Asthmatherapie noch relativ unspezifisch
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dar trotz der großen Erfolge in der symptomatischen Therapie von Asthmaanfällen
(Papadopoulos u. a. 2012). Im Wesentlichen richten sich die Therapiestrategien gegen
den Bronchospasmus - hier sind die Bronchodilatatoren um die β-Sympathomimetika
entscheidend (Lazarus 2010) - und gegen die chronische Inflammation der Atemwege
- besonders durch die immunsuppressiven Kortikosteroide (Martinez u. a. 2013). Eine
über die symptomatische Therapie hinausgehende kurative Behandlung dagegen ist
nicht möglich (Holgate 2008; Holgate 2011). Dies lässt sich schon daran erkennen, dass
sogar mit der ganz groben Trennung in zwei Hauptformen des Asthmas, allergisches
und nicht-allergisches Asthma, keine unterschiedlichen Behandlungskonzepte verbun-
den sind (Raedler u. a. 2014). Eine auf die individuellen Phänotypen angepasste The-
rapiestrategie fehlt vollständig. In Bezug auf den Therapieerfolg werden verschiedene
Stufen der Asthmakontrolle unterschieden. Eine komplette Asthmakontrolle bedeutet,
dass keine Symptome und Exazerbationen auftreten und die Lungenfunktion, gemes-
sen an der Einsekundenkapazität FEV1 und dem exspiratorischen Spitzenfluss PEF über
>80 % liegt. Eine gute Asthmakontrolle ist definiert als das Auftreten von Symptomen
und Medikamentenbedarf an weniger als drei Tagen in der Woche und weniger als zwei
Nächten im Monat sowie weniger als zwei Exazerbationen im Jahr bei guter Lungen-
funktion (FEV1 und PEF >80 %) (Cazzoletti u. a. 2007). Eine partielle Asthmakontrolle
wird bei häufigeren Attacken und Exazerbationen sowie bei einer Einschränkung der
Lungenfunktion (FEV1 und PEF zwischen 60-80 %) angenommen, während man bei
kontinuierlichen Symptomen, wöchentlich auftretenden nächtlichen Symptomen, tägli-
chem Gebrauch der Akutmedikation, extremer Einschränkung der täglichen Aktivitäten
oder einer Lungenfunktion unter 60 % von einem unkontrollierten Asthma spricht (Caz-
zoletti u. a. 2007, Papadopoulos u. a. 2012). Pro Kopf liegen die direkten und indirekten
Kosten der Behandlung von Asthma bronchiale bei 445 - 2543 Euro pro Jahr (Kirsch u. a.
2013).
1.1.3 Gen-Umwelt-Interaktionen und Genomweite Assoziationsstu-
dien
Asthma bronchiale ist eine der wichtigsten durch Gen-Umwelt-Interaktionen verur-
sachten Erkrankungen (Apter 2013, Blumenthal 2012, Custovic u. a. 2012, Kabesch 2014,
Kauffmann u. a. 2012, Koppelman 2006, Lee u. a. 2015, Mutius 2009, Ober u. a. 2011, Ra-
va u. a. 2015, Su u. a. 2012, Weiss 1999, H. Wu u. a. 2007). Während die Beschreibungen
der unterschiedlichen Asthmavarianten noch rein deskriptiv sind, sind hinsichtlich der
verantwortlichen Umweltfaktoren verschiedene Triggerfaktoren bekannt: Atemwegs-
infektionen (Costa u. a. 2014, W. C. Tan 2005), Schimmelbefall der eigenen Wohnung
(Gent u. a. 2012, Hayes u. a. 2013, Karvonen u. a. 2015), Stress (Sandberg u. a. 2000, Tu-
ryk u. a. 2008, Wright u. a. 2002), Umwelt- und Luftverschmutzung und ein Leben in
Großstädten (Gehring u. a. 2015, Ierodiakonou u. a. 2016, Jacquemin u. a. 2015, Paramesh
2008), niedriger sozialer Status (J. M. Chen u. a. 2010, Dales u. a. 2002, Kopel u. a. 2014,
Largent u. a. 2012, Stevenson u. a. 2001) und Tabakrauchexposition (Ciaccio u. a. 2014,
6 KAPITEL 1. EINLEITUNG
den Dekker u. a. 2015, Farber u. a. 2016, Ferrante u. a. 2014, Ober u. a. 2011, Laußmann
u. a. 2012, Schmitz u. a. 2012). Zudem gibt es protektive Faktoren wie das Aufwachsen
in einem landwirtschaftlichen Betrieb (Lluis u. a. 2012, Rennie u. a. 2016, Wlasiuk u. a.
2012) in den ersten Lebensjahren sind bekannt (Martinez u. a. 2013) und es wird ver-
mutet, dass der Kontakt des Immunsystems mit einem andersartigen und vielseitigen
mikrobiellen Milieu dem protektiven Einfluss zugrunde liegt (Ege u. a. 2011, Wlasiuk
u. a. 2012). Dass das Risiko, an Asthma zu erkranken, auch einem starken genetischen
Einfluss unterliegt, wird seit Jahrzehnten vermutet, zumindest seitdem Coca und Cooke
1923 (Coca u. a. 1923) den Begriff der Atopie einführten, um das gemeinsame Merkmal
der familiären Häufung und Vererbung von Allergien zu beschreiben, das die Krank-
heitsbilder Asthma, Nahrungsmittelallergien, allergische Rhinitis, atopische Dermatitis
und Urtikaria umfasste (Dold u. a. 1992). So erhöht das Vorliegen von Asthma bron-
chiale bei Vater oder Mutter das Risiko eines Kindes, an Asthma zu erkranken, um
das Dreifache (Laußmann u. a. 2012) und das Vorliegen von atopischem Ekzem oder
Heuschnupfen verdoppelt das Risiko, später an Asthma zu erkranken (Laußmann u. a.
2012). Eine dominante oder rezessive Vererbung ließ sich in der Folge nicht nachweisen,
und in zahlreichen Genkopplungsanalysen des gesamten Genoms zwischen 1986 und
2007 wurden schließlich eine Vielzahl von Genen und Suszeptibilitätsloci identifiziert,
die Hinweise auf eine multifaktorielle Vererbung der heterogenen Erkrankung Asthma
ergaben. Die Schätzungen zum hereditären Einfluss auf die Asthmaentstehung reichen
von 35 % bis 95 %, für die bronchiale Übererregbarkeit von 30 % bis 60 % (Ober u. a.
2011). Häufig gefundene Suszeptibilitätsgene waren IL4 (Rosenwasser u. a. 1995), IL13
(van der Pouw Kraan u. a. 1999), ADRB2 (Martinez u. a. 1997), TNF (Lykouras u. a. 2008),
HLADRB1 (Moffatt u. a. 2001), FCER1B (Hizawa u. a. 2000), IL4RA (Mitsuyasu u. a. 1998),
CD14 (Baldini u. a. 1999), HLA-DQB1 (Torío u. a. 2003) und ADAM33 (van Eerdewegh
u. a. 2002, Shapiro u. a. 2002), bei allerdings geringer Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
in unterschiedlichen Studien und Populationen (Altmüller u. a. 2001). Eine mögliche
Ursache für die widersprüchlichen Ergebnisse mag in der Heterogenität der Erkran-
kung liegen, sodass sich einzelne Gene nur als Risikofaktoren reproduzieren lassen,
wenn der richtige Phänotyp für die Studienpopulation ausgewählt wurde (Siroux u. a.
2011). Eine große Schwäche der bisherigen genetischen Assoziationsstudien liegt in die-
ser ungenauen Charakterisierung der Studienpopulationen und ein großer Nachteil der
Kandidatengen-Methoden ist die Abhängigkeit von a priori-Hypothesen, die zu einer
weitgehenden Beschränkung auf für das Immunsystem relevante Gene führt (Ober u. a.
2011) und die Entdeckung unabhängiger und neuer Gene oder Krankheitsmechanismen
über diese Methode ausschließt (Altmüller u. a. 2001).
Keines der möglichen Kandidatengene für die Vererbung des Asthmaerkrankungsrisi-
kos ließ sich mit der neuen Methode der Genomweiten Assoziationsstudien (GWAS)
bestätigen (Moffatt u. a. 2007). In GWAS werden über die Sequenzierung von 100.000
bis über 1.000.000 über das gesamte Genom verteilten Markern in einem klinisch genau
beschriebenen Kollektiv Assoziationen zwischen SNP und Erkrankungen identifiziert.
GWAS werden als Hypothesen-freie oder Hypothesen-generierende Suche nach gene-
tischen Einflussfaktoren bezeichnet (Ober u. a. 2011). Dadurch entsteht wiederum das
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Problem, dass die Interpretation von gefundenen genetischen Risikofaktoren aufgrund
von initial fehlenden offensichtlichen pathophysiologischen Verbindungen zwischen
den neu identifizierten Genen, ihren bekannten Funktionen und den bisher angenom-
menen pathogenetischen Mechanismen der untersuchten Erkrankung Ober u. a. 2011
erschwert wird. In der ersten großen GWAS, beschränkt auf eine Population von 994
Kindern mit Asthma (und einer Reproduktion der Ergebnisse in einer Kohorte mit
5500 Kindern), konnten Moffat und Kabesch (Moffatt u. a. 2007) im Jahr 2007 nach der
Charakterisierung von 317.000 SNP erstmalig zeigen, dass Veränderungen im Chromo-
somenabschnitt 17q21 mit einem erhöhten Risiko für die Erkrankung an Asthma im
Kindesalter einhergehen. In weiteren Experimenten konnte dieser Einfluss auf einen
Polymorphismus in der Promoterregion von ORMDL3 zurückgeführt werden, der zu
einer erhöhten Expression von ORM-like protein isoform 3 (ORMDL3) führt (Toncheva
u. a. 2015, Wjst u. a. 2013). Die Assoziation von ORMDL3 mit kindlichem Asthma konn-
te im Verlauf in zahlreichen weiteren Studien in unterschiedlichen Populationen belegt
werden (Binia u. a. 2012, Bisgaard u. a. 2009, Bouzigon u. a. 2008, Denham u. a. 2008, Fang
u. a. 2011, Galanter u. a. 2008, Halapi u. a. 2010, Kavalar u. a. 2012, Lluis u. a. 2011, Pinto
u. a. 2008, Sleiman u. a. 2008, Tavendale u. a. 2008, H. Wu u. a. 2009). Eine Metaanalyse
(Zhao u. a. 2014) aller 18 veröffentlichen Studien kam zu dem Schluss, dass die geneti-
sche Variation rs7216389 am Locus 17q21, der die Expression von ORMDL3 kontrolliert,
ein wichtiger und unabhängiger prädisponierender Faktor für die Entstehung von Asth-
ma sowohl im Kindesalter als auch im Erwachsenenalter ist, insbesondere bei Asiaten
und Kaukasiern. In einer Publikation unter Mitarbeit unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass auch ORMDL1 (Chromosom 2q32) und ORMDL2 (Chromosom
12q13) mit Asthma assoziiert sind (Toncheva u. a. 2015). Die Verknüpfung eines exoge-
nen mit einem endogenen Risikofaktor gelang mit dem Nachweis, dass das gemeinsame
Vorliegen der Polmorphismen im Chromosomenabschnitt 17q21 und Tabakrauchexpo-
sition im Kindesalter das Risiko, an Asthma zu erkranken, potenziert (Flory u. a. 2009).
Auch ein Zusammenhang zwischen einem Asthmaphänotypen mit chronischem per-
manentem Giemen und dem SNP im Locus 17q21 konnte bereits nachgewiesen werden
(Granell u. a. 2013). Schließlich konnte als Beleg für das genetisch erhöhte Asthmarisiko
auch eine Assoziation zwischen dem SNP rs7216389 und bronchialer Hyperreagibilität
bei Neugeborenen gezeigt werden (Bisgaard u. a. 2009). Bei den entdeckten SNP, die die
Expression der ORMDL-Proteine beeinflussen, handelt es sich somit um die ersten nach-
gewiesenen und reproduziertenbaren genetischen Risikofaktoren für die Entwicklung
von allergischem Asthma im Kindesalter (Dijk u. a. 2013, Zhao u. a. 2014). Die ORMDL-
Proteinfamilie allerdings war zum Zeitpunkt dieser Entdeckung noch fast vollständig
unerforscht, ihre Funktion insbesondere in Bezug auf die bekannten Prozessen der Asth-
mapathogenese unbekannt, insbesondere auch, da die ORMDL-Gene keine bekannten
funktionellen Domänen codieren (Hjelmqvist u. a. 2002).
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1.2 Das neue Asthma-Risikogen ORMDL
Bei den Proteinen der ORMDL-Proteinfamilie handelt es sich um drei 153 Aminosäuren
lange, endoplasmatische Membranproteine. Erstmalig wurde diese Proteinfamilie im
Jahr 2002 beschrieben (Hjelmqvist u. a. 2002). Aus dieser Arbeit stammen grundlegende
Erkenntnisse über die ORMDL-Proteine. ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 werden
im menschlichen Körper ubiquitär exprimiert, sind zueinander 80-84 % homolog und
auch evolutionär hoch konserviert, zum Beispiel in Mus musculus, Takifugo ruripes, Droso-
phila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae und weiteren Spezies (Hjelmqvist u. a. 2002).
Mit GFP markiertes ORMDL wurde ins endoplasmatische Retikulum (ER) lokalisiert
(Hjelmqvist u. a. 2002). Außer vier putativen Membrandomänen bei allen Mitgliedern
der Proteinfamilie trägt ORMDL keine bekannten funktionellen Domänen. Abbildung
1.3 zeigt eine mit I-TASSER erstellte Prädiktion der Tertiärstruktur mit den vier erkenn-
baren Transmembrandomänen (Yang u. a. 2015).
Die Deletion beider ORMDL-homologen Gene in Saccharomyces cerevisiae, Orosomuco-
Abbildung 1.1: Tertiärstrukturprädiktion eines ORMDL3-Homooligomers, erstellt mit I-
TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) (Yang u.a. 2015)
id 1 (ORM1) und ORM2, ist nicht letal, führt allerdings zu deutlich verlangsamtem
Zellwachstum. Des Weiteren zeigen double knock-out-Zelllinien (Zelllinien, in denen so-
wohl ORM1 als ORM2 fehlen) eine erhöhte Sensibilität auf zahlreiche Zellgifte wie bei-
spielsweise Dithiothreitol, Tunicamycin, Quecksilberchlorid oder Cycloheximid. Dies
gilt nicht für die entsprechenden single knock-out-Zelllinien. Die erhöhte chemotoxische
Empfindlichkeit lässt sich in Saccharomyces cerevisiae durch die Transfektion von huma-
nem ORMDL3 teilweise aufheben, so dass nicht nur die Aminosäuresequenz evolutionär
konserviert ist, sondern dies wahrscheinlich auch auf die Funktion zutrifft (Hjelmqvist
u. a. 2002).
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Fünf Jahre nach der Arbeit von Hjelmqvist und Kollegen erschien die erste Veröffentli-
chung, in der eine mögliche ORMDL-Funktion genauer untersucht wurde (Araki u. a.
2007). Es wurden Mutationen in Presinilin 1 (PSEN1) identifiziert, die zu einer um 66 %
verminderten Expression von ORMDL1 mRNA führen. Auch ORMDL2 und ORMDL3
mRNA wurde weniger stark exprimiert, was allerdings keinen Einfluss auf die Protein-
menge von ORMDL hatte. PSEN1 ist Teil des γ-Sekretase-Komplexes, der für die intra-
membranöse Spaltung von Amyloid-Vorläuferprotein (Amyloid precursor protein) (APP)
und weiteren Typ-1-Membranproteinen zuständig ist. PSEN1 bildet das katalytische
Zentrum des γ-Sekretase-Komplexes und PSEN1-Mutationen sind mit der Entstehung
der Demenz vom Alzheimer-Typ vergesellschaftet, da durch den γ-Sekretase-Komplex
beim Abbau von APP Aβ40 und das zu amyloiden Plaques führende Aβ42 entste-
hen. Araki und Kollegen konnten außerdem zeigen, dass ORMDL1, ORMDL2 und
ORMDL3 im zentralen Nervensystem hauptsächlich in Neuronen lokalisiert sind, post-
translational kaum modifiziert werden und dass die Expression von ORMDL in PSEN1-
defizienten Zellen erhöht ist. Wird dagegen ORMDL durch siRNA ausgeknockt, so
inhibiert dies die Funktion des γ-Sekretase-Komplexes, wodurch die Menge an Aβ40
und Aβ42 in der Zelle sinkt. Es wurde der Schluss gezogen, dass die ORMDL-Proteine
unter der transkriptionellen Kontrolle von PSEN1 stehen, die Funktion des γ-Sekretase-
Komplexes beeinflussen können und damit einen Einfluss in der Pathogenese der De-
menz vom Alzheimer-Typ haben könnten (Araki u. a. 2007).
Die erste Veröffentlichung, die auf Proteinebene einen Zusammenhang zwischen Asth-
ma bronchiale und ORMDL aufzeigte, wurde 2010 publiziert. Es wurde der Einfluss
von ORMDL auf den Calciumhaushalt der Zelle, die Unfolded Protein Response (UPR)
und Inflammation untersucht (Cantero-Recasens u. a. 2009). Die subzelluläre Verteilung
von ORMDL3 als ER-Protein wurde bestätigt, wobei nur zwei Transmembrandomänen
identifiziert wurden. C- und N-Terminus lagen zytosolisch. Eine Koimmunpräzipitation
legte eine direkte Interaktion zwischen ORMDL und einer Calciumpumpe des sarcoplas-
matischen und endoplasmatischen Retikulums (SERCA) nahe. Die Überexpression von
ORMDL3 in humanen embryonalen Nierenzellen HEK-293 und Jurkat-Zellen verringert
die Aktivität von SERCA, einer in ER-Membran liegenden Calcium-Pumpe, die Calcium
aus dem Zytosol in den Speicher (ER) zurück transportiert, und führt so zu einer Ver-
langsamung der Entfernung von Calcium aus dem Zytosol nach einer Stimulation der
Zelle mit Carbachol. Nach einem Gen knock-out von ORMDL3 mittels siRNA dagegen ist
die SERCA-Aktivität erhöht. Da eine Verringerung der Calcium-Konzentration im ER
die UPR aktiviert, zeigte sich folglich bei ORMDL3-Überexpression eine stärkere Akti-
vierung der UPR. Somit konnte eine Verbindung zwischen ORMDL3, SERCA und dem
Calcium-Stoffwechsel der Zelle hergestellt und darauf aufbauend die Veränderung der
UPR durch ORMDL3 gezeigt werden, die wiederum eine mögliche Rolle von ORMDL3
in der Entstehung von Entzündungsreaktionen aufzeigt (Cantero-Recasens u. a. 2009).
In zwei Arbeiten im Jahr 2010 wurde der Einfluss von ORM1 und ORM2 auf den Sphin-
golipidstoffwechsel in Saccharomyces cerevisiae untersucht (Breslow u. a. 2010, S. Han
u. a. 2010). Breslow und Kollegen beschreiben, wie ORM1 und ORM2 die Biosynthese
von Sphingolipiden steuern, indem sie den ersten Schritt in der Synthese regulieren.
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Eine Untersuchung möglicher ORM-Funktionen erfolgte zunächst über den Vergleich
von Epistatic Mini-Array Profiles (EMAPS), in denen sich ein gegensätzliches Verhal-
ten der genetischen Interaktionsmuster nach ORM2-knock-out bzw. LCB1- und LCB2-
Funktionsverlust zeigte, was auf gegensätzliche zelluläre Funktionen hinweist. LCB1
und LCB2 bilden eine heterodimere Serin-Palmitoyltransferase (SPT), die den ersten
Schritt der Sphingolipidsynthese katalysiert, in dem Serin und Fettsäuren zu Sphin-
gosinen verbunden werden. Folglich war die Lipidzusammensetzung von Zellen, die
ORM1 oder ORM2 überexprimieren, durch eine Reduktion der Menge an Sphingosi-
nen und Ceramiden verändert, während ein Gen knock-out von ORM zur Erhöhung der
Mengen von Sphingosinen, Ceramiden und fertigen Sphingolipiden führte. Eine Inhi-
bition von LCB1 und LCB2 wiederum führt zur Aufhebung der Wachstumsstörung, die
ORM1/ORM2 negative Zellen zeigen (Hjelmqvist u. a. 2002). Zudem wurden Interak-
tionen zwischen ORM1 und ORM2 sowie LCB1, LCB2, SAC1 und TSC3 gefunden, die
einen höhermolekularen Komplex bilden könnten, in dem die ORM-Proteinfamilie die
SPT negativ reguliert. Diese Regulation unterliegt einer feinen Steuerung, denn die In-
hibition von LCB1 und LCB2 durch steigende Konzentrationen an Myriocin führt nicht
sofort zur Abnahme der Biosynthese von LCB und damit von Sphingolipiden, son-
dern zunächst zu einer zunehmenden Deaktivierung von ORM bei konstant bleibender
Sphingolipidbiosynthese, bis schließlich die ORM-Funktion gänzlich aufgehoben ist
und die Sphingolipidbiosynthese durch die Inhibition von SPT abnimmt. Die Deakti-
vierung von ORM, das sich dann stärker perinukleär und nicht mehr peripher im ER
befindet und weniger stark zu Homo- und Heterooligomerisierung neigt, wird über die
posttranslationale Phosphorylierung gesteuert. Breslow und Kollegen kommen zu dem
Schluss, dass es sich bei der ORM-Proteinfamilie um dynamische negative Regulatoren
der SPT handelt, deren inhibitorische Funktion von adäquaten Mengen an nachgeschal-
teten Sphingolipiden abhängt. Auch Han und Kollegen zeigen in ihrer Arbeit, dass
ORM die Sphingolipidbiosynthese regulieren, da ORM-defiziente Zellen eine erhöhte
Konzentration an Sphingosinen aufweisen und sich der ORM-knock-out-Phänotyp durch
die Inhibition der Sphingolipidbiosynthese normalisieren lässt (S. Han u. a. 2010). Sie
konnten zudem nachweisen, dass die UPR in ORM-defizienten Zellen konstitutiv stär-
ker aktiviert ist, dass die ORM2-Expression durch die UPR gesteigert wird und dass
ORM-defiziente Hefezellen ein verlangsamtes Trafficking vom ER zum Golgi-Apparat
zeigen. Zudem konnte die direkte Interaktion von ORM1 und ORM2 mit LCB1 bestätigt
werden. Ausgehend von diesen neuen Funktionen der ORM-Proteinfamilie stellt sich
die Frage, ob der Sphingolipidstoffwechsel einen Einfluss auf die Entstehung von Asth-
ma im Kindesalter haben könnte (Breslow u. a. 2010, S. Han u. a. 2010).
Schließlich zeigt eine Arbeit von Miller und Kollegen aus dem Oktober 2012 einen
dritten möglichen Zusammenhang zwischen ORMDL und Asthma auf (Miller u. a.
2012). Zunächst konnte eine 127-fache Steigerung der ORMDL3 mRNA-Expression in
murinen Zellen des Atemwegstrakts durch eine Stimulation der Tiere mit dem All-
ergen Alternaria nachgewiesen werden. Dieser Effekt ließ sich in vitro auch in einer
humanen Alveolarzelllinie A549 nachvollziehen. Im Gegensatz dazu war die ORMDL1
mRNA-Expression unverändert und die ORMDL2 mRNA-Expression nur schwach er-
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höht. Unter Verwendung eines unspezifischen Antikörpers gegen ORMDL wurde auch
die ORMDL-Proteinexpression untersucht. Besonders murine Alveolarepithelzellen ex-
primierten ORMDL in vivo und reagierten mit einer Erhöhung der Expression auf einen
Allergenstimulus, nicht hingegen Fibroblasten oder glatte Muskelzellen. Eine erhöh-
te ORMDL-Expression ließ sich auch in Eosinophilen und Makrophagen der muri-
nen Lunge nachweisen, nicht aber in neutrophilen Granulozyten. Eine Erhöhung der
ORMDL3 mRNA-Expression in Bronchialzellen konnte auch durch Interleukin (IL)-3
und IL-4, nicht aber durch TNFalpha, ausgelöst werden. Dies ist abhängig von STAT6,
dagegen hat ein Defekt in der NFkappaB-abhängigen Signalkaskade keinen Einfluss.
ORMDL3 wiederum erhöht nach Überexpression in humanen bronchialen Epithelzel-
len die mRNA-Expression von Metalloproteasen und Chemokinen. Darüber hinaus
aktiviert die ORMDL3-Überexpression in A549 über den aktivierenden Transkriptions-
faktor 6 (ATF6) die UPR. Für ATF6 ist eine Steigerung der Expression von Sarcoplasma-
tisches/Endoplasmatisches Reticulum Calcium-ATPase (SERCA) bekannt, und in Ein-
klang hiermit ergab sich bei ORMDL3-Überexpression schließlich auch eine gesteiger-
te mRNA- und Protein-Expression von SERCA. Zusammenfassend zeigte die Arbeit
von Miller und Kollegen erstmals, dass die ORMDL3-Expression in den Atemwegen
Allergen-induziert hochreguliert werden kann und Gene asthmarelevanter Metallo-
proteasen und Chemokine aktiviert. Zwar wird hier ebenfalls gezeigt, dass ORMDL3
die UPR regulieren kann, allerdings weisen Miller und Kollegen eine Steigerung der
SERCA-Expression nach, während Cantero-Recasens und Kollegen eine Inhibition der
SERCA-Aktivität durch ORMDL3 gezeigt hatten. (Cantero-Recasens u. a. 2009, Miller
u. a. 2012).
Dieser Überblick über die bisher veröffentlichten Forschungsarbeiten zu den Funktio-
nen von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 macht deutlich, dass einige Eigenschaften
der Proteinfamilie wie z. B. die subzelluläre Verteilung hauptsächlich in der Membran
des ER oder die evolutionäre Konservierung von Funktion und Form mittlerweile als
gesichert gelten dürfen. Hingegen bleibt die funktionelle Relevanz von ORMDL be-
sonders hinsichtlich einer Erklärung des erhöhten Asthmarisikos durch eine verstärkte
Expression von ORMDL noch unklar. Die bisher nachgewiesenen Funktionen sprechen
für ein breites Spektrum an möglichen zellulären Prozessen und Signalkaskaden, die
durch ORMDL beeinflusst werden, wie die Regulation des Calciumhaushalts, der UPR,
des γ-Sekretase-Komplexes und der Sphingolipidsynthese, oder ORMDL beeinflussen,
wie die Expression von ORMDL in Alveolarzellen unter dem Einfluss von Allergenen,
jedoch ohne eine schlüssige Verbindung zur Asthmapathogenese aufzuweisen.
1.3 Der β2-Adrenorezeptor
Während ORMDL erst seit kurzem im Fokus der Forschung zu Asthma im Kindesalter
steht, ist der im Rahmen dieser Dissertation ebenfalls untersuchte β2-Adrenorezeptor
(β2-AR) ein in zahlreichen Publikationen untersuchtes Ziel der Pathophysiologie und
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besonders der Pharmakotherapie von Asthma bronchiale. Pharmaka, die auf den β2-AR
wirken, werden seit mehr als 100 Jahren in der Asthmatherapie verwendet (Solis-Cohen
1900). Adrenerge Rezeptoren werden in drei Gruppen eingeteilt: α1-Rezeptoren, α2-
Rezeptoren und β-Rezeptoren (β1, β2, β3). Sie werden in allen Organsystemen des Kör-
pers exprimiert und vermitteln insbesondere den Einfluss des sympathischen autono-
men Nervensystems auf diese Organe über die Wirkung der Katecholamine. Aufgrund
seiner Lokalisation in den Bronchien ist β2-AR der mit Abstand bedeutendste der ad-
renergen Rezeptoren hinsichtlich des bronchialen Asthmas.
β2-AR wird auf Chromosom 5q31-32 codiert und gehört zu der wichtigen Klasse der G-
Protein gekoppelten Sieben-Transmembran-Rezeptoren (GPCR), aufgebaut aus sieben
transmembranösen α-Helices. Diese Rezeptorklasse ist das Ziel von über 50 % aller heu-
te genutzten Medikamente und stellt die entscheidenden Rezeptoren für Transmitter
wie Katecholamine, Acetylcholin, Opioide, Dopamin, Histamine oder Somatostatine.
Es handelt sich bei dem den β2-AR codierenden β2-Adrenorezeptor (ADRB2) um ein in-
tronloses extrem polymorphes Gen (Kobilka u. a. 1987b, Kobilka u. a. 1987a, Drysdale
u. a. 2000), für dessen Entdeckung und Erforschung Brian Kobilka und Robert Lefko-
witz 2012 den Nobelpreis für Physiologie und Medizin erhielten. Es codiert für ein
Protein mit eine Länge von 413 Aminosäuren und einem Gewicht von ca. 46.500 Dalton.
β2-AR hat vier extrazelluläre Domänen (darunter der N-Terminus) und vier intrazellulä-
re Domänen (darunter der C-Terminus). Die Signaltransduktion über ein stimulierendes
G-Protein führt eher zur Erhöhung von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP),
wobei die aktivierte Signalkaskade schließlich zu Erniedrigung des intrazellulären Cal-
ciumspiegels und damit einer Verminderung des Muskeltonus in den glatten Muskel-
zellen der Atemwege führt (Johnson 1990). Dies macht den β2-AR zum bevorzugten Ziel
in der Asthmatherapie, da dieser Mechanismus der Muskelrelaxation die Aufhebung
der Bronchialobstruktion ermöglicht. β2-AR beeinflussen auch weitere Prozesse wie die
cholinerge Signalübertragung, die mukoziliäre Clearance oder die Mediatorenfreiset-
zung aus basophilen Granulozyten und Mastzellen (Hizawa 2009). Entsprechend sind
inhalative selektive β2-Agonisten die am häufigsten eingesetzten Medikamente in der
akuten Kontrolle der Asthmaexazerbation.
β2-AR wird an der Zelloberfläche exprimiert, allerdings nur in geringer Anzahl (Panebra
u. a. 2010), wobei glatte Muskelzellen der Atemwege mit circa 30.000-40.000 Rezeptoren
die höchste Dichte aller Zellen an der Zelloberfläche aufweisen (Johnson 2006). Auf
Epithelzellen, alveolären Typ II-Zellen, Mastzellen und Endothelzellen findet sich der
β2-AR auch, jedoch in geringerer Rezeptordichte (Johnson 2006). Besonders stark wird
β2-AR in den distalen Atemwegen exprimiert, wobei sich kein Unterschied in der Re-
zeptordichte zwischen Gesunden und Asthmatikern finden lässt (Johnson 2006).
Zum jetzigen Zeitpunkt scheint es, als seien ADRB2-Polymorphismen nicht für die Pa-
thogenese von Asthma relevant (I. P. Hall u. a. 2006, Hizawa 2009, Postma u. a. 1995,
Postma u. a. 2005, Summerhill u. a. 2000), denn in einer großen Studie mit 8.018 Teilneh-
mern der britischen Geburtenkohorte von 1958 waren in der Folgeuntersuchung nach
45 Jahren weder die Asthmaprävalenz noch die Asthmaprognose noch die Lungen-
funktion mit Polymorphismen im β2-Adrenorezeptor assoziiert (I. P. Hall u. a. 2006). Es
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fand sich nur ein kleiner Effekt der Arg16- und Glu27-Allele, deren Träger bei Giemen
im Kindesalter später häufiger eine Asthmapersistenz zeigten. Die Polymorphismen
Arg26Gly (ADRB2-rs1042713) und Glu27Gly (ADRB2-rs1042714) des β2-AR sind die am
häufigsten untersuchten Varianten, für die in kleineren Studien zahlreiche Assoziatio-
nen mit Asthma gefunden worden waren. Das Gly16-Allel war assoziiert mit erhöhtem
Kortikosteroidgebrauch (Reihsaus u. a. 1993), nächtlichem Asthma (Santillan u. a. 2003,
Turki u. a. 1995) und schwerem Asthma (Holloway u. a. 2000, S. W. Turner u. a. 2004).
Das Arg16-Allel war assoziiert mit einer schlechteren Lungenfunktion (Summerhill u. a.
2000). Das Glu27-Allel war assoziiert mit einer geringeren Rate an kindlichem Asthma
(Hopes u. a. 1998). Zumindest für die beschriebene britische Geburtenkohorte lassen
sich diese Ergebnisse jedoch nicht replizieren (I. P. Hall u. a. 2006). Auch wenn die Er-
gebnisse hinsichtlich des Risikos, an Asthma zu erkranken, nicht eindeutig sind, so
haben Polymorphismen im ADRB2-Gen sicher einen Einfluss auf die bronchiale Rea-
gibilität. Patienten mit dem Gly16-Allel haben beispielsweise eine stärkere bronchiale
Hyperreagibilität auf Metacholin als Arg16-homozygote Patienten (Fowler u. a. 2000).
Patienten mit dem Glu27-Allel haben eine geringere bronchiale Hyperreagibilität als
Gln27-homozygote Patienten (I. Hall u. a. 1995, Ramsay u. a. 1999). Und sogar bei ge-
sunden Probanden fand sich ein Zusammenhang zwischen dem Arg16-Allel und einer
reduzierten Bronchokonstriktion auf einen Metacholinreiz (Fukui 2006). Zudem sind die
Wechselwirkungen von ADRB2-Polymorphismen mit Umweltfaktoren, die unterschied-
liche Verteilung in ethnischen Gruppen und die Interaktion mit Polymorphismen in an-
deren Asthma-relevanten Genen noch unzureichend verstanden. Auch gibt es Hinwei-
se darauf, dass ADRB2-Polymorphismen durchaus den Krankheitsverlauf von Asthma
bronchiale und den Therapieerfolg mit kurz- und langwirksamen β-Sympathomimetika
insbesondere in der chronischen Anwendung beeinflussen (Nelson u. a. 2006). Eine
Vorhersage des Krankheitsverlaufs und der β-Sympathomimetikawirkung ausgehend
vom ADRB2-Genotyp oder ADRB2-Haplotyp würde einen großen Schritt in Richtung
einer personalisierten Asthmatherapie ermöglichen (Hizawa 2009), um beispielsweise
Ergebnisse wie den Studienabbruch einer großen Studie, in der eine afroamerikanische
Patientengruppe mit dem langwirksamen β2-Agonisten Salmeterol behandelt wurde
und es zu einer höheren Rate an Todesfällen und schweren Asthma-assoziierten Zwi-
schenfällen kam (Nelson u. a. 2006), in Zukunft zu verhindern.
1.4 Protein-Protein-Interaktionen
Eine der größten Aufgaben der Biowissenschaften ist die Entschlüsselung, Erklärung
und Vorhersage von Genotyp-Phänotyp-Korrelationen (Chong u. a. 2015, Vidal 2016).
Die Entschlüsselung des humanen Genoms ist vollständig gelungen (Ahn u. a. 2009,
Lander u. a. 2001, Venter u. a. 2001, J. Wang u. a. 2008) und die Sequenzierung des ge-
samten Exoms oder sogar Genoms sowie GWAS zur Suche nach neuen pathogenen
Mutationen (E. Chen u. a. 2010, Maltsev u. a. 2013, Ng u. a. 2010, Visscher u. a. 2012,
Worthey u. a. 2011) oder klinischen Risikofaktoren (Ashley u. a. 2010) sind zunehmend
14 KAPITEL 1. EINLEITUNG
möglich. Umso bedeutender wird damit die funktionelle Charakterisierung der identi-
fizierten krankheitsrelevanten Gene auf Proteinebene (Cooper u. a. 2011, Edwards u. a.
2013). Obwohl nur 1 % des humanen Genoms aus Protein-codierenden Regionen be-
steht, sind die überwältigende Mehrheit aller nach den Mendelschen Regeln vererbten
Phänotypen bedingt durch Veränderungen in Proteinfunktion, Proteinlokalisation oder
Proteinmenge (Chong u. a. 2015, Makrythanasis u. a. 2013). So kommt der Analyse von
Protein-Protein-Interaktion (PPI) eine zentrale Bedeutung für das Verständnis zellulärer
Prozesse zu (Edwards u. a. 2013, Rolland u. a. 2014, Vidal 2016), da eine Vielzahl von
Proteinen ihre Funktionen innerhalb großer Proteinkomplexe und nur in Interaktionen
mit anderen Proteinen ausüben (Barabási u. a. 2011, Vidal 2016). Auch alle bekannten
und wichtigen zellulären Signalkaskaden werden über PPI vermittelt (Clancy u. a. 2014).
Die Gesamtheit aller PPI innerhalb des Proteoms eines Organismus wird als Protein-
Interaktom oder einfach als Interaktom bezeichnet (Gavin u. a. 2002). Für das humane
Interaktom wird eine Größe von mehreren hunderttausend binären Interaktionen ange-
nommen (Rual u. a. 2005, Hart u. a. 2006, Stumpf u. a. 2008, Rolland u. a. 2014). Analog
zur Entschlüsselung des gesamten Genoms von Modellorganismen (Adams u. a. 2000)
ergibt sich als nächster Schritt die Entschlüsselung des gesamten Interaktoms von Mo-
dellorganismen sowie menschlicher Organellen (Stuart u. a. 2007) und schließlich des
gesamten Interaktoms, um die komplexen Netzwerke zu verstehen, in denen Proteine
ihre Funktionen ausüben und somit auch Rückschlüsse auf Proteinfunktionen, die Pa-
thogenese von Erkrankungen und mögliche Therapiestrategien zu ziehen (Vidal 2016).
Diese Proteinnetzwerke dienen in zunehmendem Maße als Werkzeuge, um neue Pro-
teinfunktionen aufzudecken und die molekularen Mechanismen von Erkrankungen zu
entschlüsseln (Ideker u. a. 2008, Novarino u. a. 2014, Vidal u. a. 2011). Zudem häufen
sich entsprechend der disease module hypothesis (Barabási u. a. 2011, Menche u. a. 2015)
zelluläre Komponenten, die mit einer bestimmten Erkrankung assoziiert sind, sowie
Komponenten ähnlicher Erkrankungen innerhalb von Unterregionen des Interaktoms.
Noch allerdings sind mit nur circa 45.000 der wahrscheinlich mehr als 600.000 humanen
PPI weniger als 10 % des humanen Interaktoms durch Daten von hoher Qualität belegt
(Rolland u. a. 2014, Stumpf u. a. 2008, Venkatesan u. a. 2009, Vidal 2016). Ein Beispiel
für ein Protein, für das auf genetischer Ebene eine pathogene Mutation identifiziert
wurde, aber auf Proteinebene zum Zeitpunkt der Entdeckung weder aussagekräfti-
ge PPI noch bekannte Funktionen noch ein Pathomechanismus verfügbar waren ist
ORMDL3. Eine Vielzahl von verschiedenen biochemischen Methoden existieren für die
Untersuchung von PPI, u.a. Yeast Two-Hybrid Systeme, Koimmunpräzipitation (Co-IP),
Affinitätschromatographie, Förster-Resonanzenergietransfer (FRET), Biolumineszenz-
Resonanzenergietransfer (BRET) und Enzymfragment-Komplementation (Syafrizayan-
ti u. a. 2014). Auf der Ebene der Hochdurchsatz-Testung des gesamten Proteoms sind
Yeast Two-hybrid Systeme von entscheidender Bedeutung (Uetz u. a. 2000b, Vidal 2016).
Die erste Publikation, die einen Ausschnitt aus dem gesamten Interaktom zeigte und die
Darstellung in der Form von Netzwerken mit den einzelnen Proteinen als Knotenpunk-
ten und den PPI als Verbindungslinien etablierte, erschien im Jahr 2000 (Uetz u. a. 2000a).
Weitere Arbeiten haben das humane Interaktom untersucht (Rolland u. a. 2014, Rual u. a.
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2005, Stelzl u. a. 2005), aber auch für zahlreiche andere Organismen wie Herpes simplex
(Uetz u. a. 2006), Saccharomyces cerevisiae (Tarassov u. a. 2008) und Drosophila melanogas-
ter (Giot u. a. 2003, Guruharsha u. a. 2012) liegen große PPI-Screens vor. Die bekannten
Interaktionen sind in Datenbanken wie BioGrid (Stark u. a. 2006), Ensembl (Cunning-
ham u. a. 2015) oder BIND (Willis u. a. 2006) zugänglich. Die Darstellung der PPI in
Form von Verbindungslinien macht eine intuitive Erfassung der Netzwerkarchitektur
möglich, doch täuscht sie auch eine Genauigkeit vor, die Yeast Two-hybrid Systeme nicht
ermöglichen. Die Interaktion zwischen zwei Proteinen kann durch ein drittes vermittelt
und damit indirekt sein, sie unterliegt zumeist einer raschen zeitlichen Dynamik, die
nicht abgebildet wird (Johnsson 2014), und sie kann auf subzelluläre Kompartimente,
einzelne Zellen oder Gewebe beschränkt sein. Die großen Interaktomstudien (Rolland
u. a. 2014; Rual u. a. 2005; Stelzl u. a. 2005) erreichen zudem nur positive prädiktive
Werte zwischen 60 % und 78 %, bei Wiederholungstestungen zur Validierung sogar nur
27 % bis 31 % (Lemmens u. a. 2010). Im Vergleich unterschiedlicher Yeast Two-hybrid-
Studien mit anderen Methoden zur Untersuchung des Interaktoms lassen sich Interak-
tionen zum Teil nur in 10 % der Fälle bestätigen (Braun u. a. 2008). Während für die
Untersuchung großer Interaktome Hochdurchsatzverfahren wie Yeast Two-hybrid Syste-
me weiterhin alternativlos sind trotz der dargelegten Nachteile einer hohen Anzahl von
falsch-positiven und falsch-negativen Interaktionen, bietet BRET für kleine und mittlere
Größenordnungen einige bedeutende Vorteile (Gersting u. a. 2012).
1.4.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) ist ein Phänomen, das natürlicherwei-
se in der Ortokorallenart Renilla reniformis vorkommt (Ward u. a. 1979). Wenn diese
Seefedernart gereizt wird, erzeugt sie mit Hilfe des Enzyms Renilla-Luciferase, des
Substrats Colenterazin (CTZ) und einer Variante des grün fluoreszierenden Proteins
(GFP) über BRET Licht der Wellenlänge λ 509 nm (Ward u. a. 1979). Der Mechanis-
mus des Biolumineszenz-Resonanzenergietransfers wiederum basiert auf dem Förster-
Resonanzenergietransfer, bei dem strahlungsfrei Energie übertragen wird zwischen ei-
nem Donor- und einem Akzeptorprotein (Pfleger u. a. 2006a). Die Höhe des Energietrans-
fers ergibt sich aus dem Verhältnis von Akzeptor- zu Donorsignal (Y. Xu u. a. 1999). Wenn
sich Donor- und Akzeptorprotein nicht in großer räumlicher Nähe befinden, so lässt sich
nach Zugabe des Substrats lediglich das emittierte Spektrum der Renilla-Luciferase, des
Donorproteins, nachweisen. Befindet sich hingegen das Akzeptorprotein in einem Ab-
stand von weniger als 10 nm, so nimmt durch die strahlungsfreie Energieübertragung
auf das Akzeptorprotein das Donorsignal ab und es lässt sich eine Lichtemission im
Spektrum des Akzeptorproteins nachweisen (Pfleger u. a. 2006a, Y. Xu u. a. 1999). Da
dieser Abstand von maximal 10 nm vergleichbar ist mit den natürlich vorkommenden
Distanzen zwischen Proteinen in Proteinkomplexen, kann dieses biophysikalische Phä-
nomen für die Untersuchung von PPI genutzt werden. Das BRET-Paar humanisierte
Renilla Luciferase (hRluc) und gelb fluoreszierendes Protein (YFP) hat einen Förster
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Abbildung 1.2: Funktionsprinzip der BRET-Methode: zwei Proteine sind rekombinant mit dem
Energiedonor (hRluc) oder dem Energieakzeptor (Venus) verbunden worden. Wenn diese Protei-
ne miteinander interagieren, so ist nach der Zugabe des Substrat CTZ durch den strahlungsfreien
Förster-Resonanzenergietransfer nicht nur die hRluc-Lumineszenz bei 485 nm, sondern auch die
Venus-Fluoreszenz bei 535 nm detektierbar.
Radius (Abstand zwischen Donor und Akzeptor, bei dem die strahlungsfreie Energie-
übertragung halbmaximal ist) von 4,4 nm (Dacres u. a. 2010). Der Energietransfer ist
hierbei mit der sechsten Potenz invers proportional zur Distanz. Diese große Abhängig-
keit von räumlicher Nähe lässt sich für die Anwendung in der Untersuchung von PPI
nutzen, indem die potenziellen Interaktionspartner jeweils an ein Akzeptor- oder Do-
norprotein gekoppelt werden. Die Anwendung von BRET zur PPI-Untersuchung wurde
erstmals 1999 beschrieben (Y. Xu u. a. 1999). Die beiden Fluorophore werden so gewählt,
dass das Emissionsmaximum des Donor-Fluorophors möglichst stark mit dem Exzita-
tionsspektrum des Akzeptor-Fluorophors übereinstimmt. Mit verschiedenen Varianten
der Donor- und Akzeptor-Fluorophore sind unterschiedliche BRET-Techniken möglich:
BRET1, BRET2, enhanced BRET (eBRET) und BRET3. BRET2 beispielsweise beruht auf
der Verwendung des DeepBlueC-Substrats (Emissionsmaximum der Rluc dadurch bei
400 nm) und GFP (Emissionsmaximum 511 nm), wodurch eine bessere Trennung der
Emissionsspektren erreicht wird (Ayoub u. a. 2010). BRET3 beruht auf der Verwen-
dung eines veränderten rot fluoreszierenden Proteins (mOrange, Emissionsmaximum
564 nm) (De u. a. 2009). In dieser Arbeit wurde die BRET1-Variante verwendet, im Folgen-
den nur BRET genannt, unter der Verwendung der Coelenterazin-Variante ViviRenTM.
ViviRenTM wird erst intrazellulär durch zelleigene Esterasen der Luciferase zugänglich
gemacht (Kimura u. a. 2010) und ermöglicht so die Beschränkung der BRET-Signale auf
lebende Zellen. Zudem bietet BRET1 unter der Verwendung von ViviRenTM die höchste
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Fluoreszenzquantenausbeute. Als Donorprotein wurde die humanisierte Variante die-
ser Renilla Luciferase (hRluc) verwendet, als Akzeptor eine Variante (Venus) (Nagai u. a.
2002, Hamdan u. a. 2005) des YFP. Die zu untersuchenden Proteine müssen hierzu zu-
nächst genetisch in cDNA-Fusionskonstrukten mit den Donor- bzw. Akzeptorproteinen
verbunden werden. Aus der sehr geringen Distanz von nur 10 nm, die Akzeptor- und Do-
norprotein maximal voneinander entfernt sein dürfen, und der Abhängigkeit des BRET
von der Dipol-Dipol-Orientierung ergibt sich, dass eine Interaktion als falsch negativ
eingeschätzt werden kann, wenn Akzeptor- und Donorprotein ungünstig ausgerichtet
sind, obwohl die gekoppelten Interaktionspartner tatsächlich interagieren. Durch die
Testung in Interaktionsexperimenten mit mehreren Kombinationen an Akzeptor- bzw.
Donorkonstrukten kann dieses Risiko vermindert werden. Hierzu werden zu jedem zu
untersuchenden Protein 4 rekombinante cDNA-Konstrukte erschaffen, die jeweils hRluc
oder Venus am C-Terminus oder am N-Terminus tragen. Aus der Kombination der 4 Va-
rianten beider Interaktionspartner ergeben sich dann insgesamt 8 Kombinationen. Eine
Interaktion wird als gegeben angesehen, wenn mindestens eine der Kombinationen eine
BRET-Ratio über dem methodenspezifischen Grenzwert zeigt. Durch dieses Vorgehen
kann die Sensitivität des Verfahrens deutlich erhöht werden (Pfleger u. a. 2006a, Schatz
2014). Aus der Abhängigkeit des BRET-Signals vom Akzeptor-Donor-Abstand und der
Abhängigkeit dieses Abstandes von Konformationszustand und räumlicher Orientie-
rung von C- und N-Terminus ergibt sich, dass in solchen Experimenten keine Aussagen
über die Stärke, Stabilität und Dauer der PPI getroffen werden können. Außer diesen
Experimenten mit einem festen Akzeptor-/Donor-Verhältnis (3:1), die nur eine dicho-
tome Aussage hinsichtlich der Frage treffen können, ob eine PPI vorliegt, gibt es noch
die Möglichkeit, qualitative Aussagen über PPI mittels BRET zu treffen. Hierzu müssen
die Akzeptor-/Donor-Verhältnisse systematisch variiert werden, um über Dissoziations-
konstanten die Kinetik der Interaktion zu erfassen. Die Variation der Akzeptor-/Donor-
Verhältnisse wird für Sättigungs- und Kompetitionsexperimente verwendet. Über Sätti-
gungsexperimente lassen sich relative Bindungsaffinitäten für PPI bestimmen, das Maß
hierfür ist das Akzeptor/Donor-Verhältnis der halbmaximalen BRET-Ratio als Maß der
relativen Bindungsaffinität (BRET50), die das Akzeptor/Donor-Verhältnis angibt, bei dem
50 % des maximalen BRET-Signals erreicht wird. Weiterhin lässt sich über Sättigungs-
experimente die Spezifität einer PPI beurteilen (siehe Abbildung 2.6). Hierzu wird das
BRET-Signal für mehrere unterschiedliche Akzeptor-/Donor-Verhältnisse (z. B. 3:1, 1:1,
1:3, 1:6, 1:9, 1:12, 1:18) bestimmt. Für spezifische Interaktionen kann man eine Sättigung
des BRET-Signals bei höheren Akzeptor-Donor-Verhältnissen mit dem Erreichen eines
stabilen Plateaus erwarten, während nicht-spezifische Interaktionen zwischen Prote-
inen aufgrund von zufälligen Kollisionen und zufälliger räumlicher Nähe zu einem
linearen Anstieg des BRET-Signals führen (Pfleger u. a. 2006b). Unter Zugabe von Sub-
stanzen wie beispielsweise Rezeptorliganden lässt sich auch deren Einfluss auf die
PPI-Kinetik sowie auf Konformationsänderungen untersuchen. In dieser Arbeit wur-
de zur Detektion der Biolumineszenz und Fluoreszenz ein Luminometer verwendet.
Eine mikroskopische Darstellung einzelner Zellen zur Charakterisierung der subzellu-
lären Verteilung des BRET-Signals ist aufgrund des schwachen Biolumineszenzsignals
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schwer zu erreichen und mit Luminometern nicht möglich, mittlerweile unter Verwen-
dung von CCD-Kameras jedoch realisierbar (X. Xu u. a. 2007). Die verwendete Methode
ermöglicht zusammenfassend die Untersuchung von PPI in lebenden eukaryotischen
Zellen und somit von posttranslational modifizierten Proteinen in ihrem tatsächlichen
subzellulären Kompartiment in Echtzeit. Sie eignet sich damit im Besonderen für die
Untersuchung von Membranproteinen (Ayoub 2002). BRET wurde zudem während der
Dissertation in der Arbeitsgruppe Molekulare Pädiatrie weiterentwickelt zu informatics ai-
ded BRET (iBRET) durch die Etablierung auf einem Robotersystem mit deutlich höherem
Durchsatz und größerer Genauigkeit.
1.5 Zielsetzung der Arbeit
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Ansatzpunkte gewählt, um sich über die
Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionspartner von ORMDL1, ORMDL2 und
ORMDL3 in einem BRET-System einer funktionellen Charakterisierung der Proteinfa-
milie zu nähern und einen Beitrag zur Entschlüsselung der Genotyp-Phänotyp-Korre-
lationen der komplexen Erkrankung Asthma zu leisten.
Im ersten Teil der Arbeit sollten über die Erstellung eines Interaktoms untersucht wer-
den, welche zellulären Funktionen ORMDL ausübt. Aufgrund der starken evolutionären
Konservierung der ORMDL-Proteinfamilie wird zunächst die Übertragung von bekann-
ten Interaktionspartnern aus der Hefe, einschließlich der Homo- und Heterooligomeri-
sierungen innerhalb der ORM-Proteinfamilie, auf den Menschen unternommen. Weite-
re mögliche Interaktionspartner ergeben sich aus der Lokalisation von ORMDL in der
Membran des ER, den potenziellen Funktionen in der UPR und der Sphingolipidsynthe-
se und den Pathomechanismen der Asthmagenese, während eine zufällige Auswahl von
Interaktionspartnern zur Validierung dient. Für die Erstellung des ORMDL-Interaktoms
werden die geeigneten Methoden der BRET und der Co-IP verwendet.
Im zweiten Teil der Arbeit sollten Interaktionen aus diesem ORMDL-Interaktom genauer
charakterisiert. Anhand der Interaktion der ORMDL-Proteine mit dem asthmarelevan-
ten β2-AR wird, wiederum mittels BRET und Co-IP, sowohl der Einfluss des Allelstatus
von β2-AR als auch von β-Sympathomimetika untersucht. Die hieraus abgeleitete Frage-
stellung, ob ORMDL einen Einfluss auf die Oberflächenexpression von β2-AR ausüben
könnte, wird schließlich mittels InCell/OnCell-ELISA geprüft.
Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur Aufklärung der Funktion der ORMDL-
Proteine zu leisten. Darüber hinaus sollten mögliche Mechanismen identifiziert werden,
die der Assoziation von Polymorphismen in ORDML-Genen mit dem Auftreten von







Agarosegelelektrophoresekammer MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
AMAXA R© Elektroporationssystem
Nucleofector R© II Lonza, Köln, Deutschland
AMAXA R© Elektroporationssystem
96-well Shuttle Lonza, Köln, Deutschland
Arbeitsbank Uniflow KR-130 Biohazard Kojair Tech Oy, Vilppula, Finnland
Brutschrank Thermo ScientificTM, Wilmington, USA
Brutschrank Heraeus, Hanau, Deutschland
DIANA III Bildgebungssystem Raytest Isotopenmeßgeräte,Straubenhardt, Deutschland
Digital Sonifier R© Branson, Ferguson, USA
Easypet R© Pipettierhilfe 0,1-100 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Einkanalpipetten Research R© Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eluator R© Vacuum Elution Device Promega, Madison, USA
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland
FluoStarTMOptima Microplate Reader BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland




Heizblock Liebisch, Bielefeld, Deutschland
Inkubator C200 Labotect, Göttingen, Deutschland
Karussell LPT220 EVO LiCONiC, Mauren, Lichtenstein
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Produkt Hersteller
Luminometer LUMIstar R© Filter 475 ± 30
nm BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
Luminometer LUMIstar R© Filter 535 ± 30
nm BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
Luminometer LUMIstar R© OPTIMA
96-well Mikroplatten BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
MasterCycler R© Gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mikroskop Leica, Wetzlar, Deutschland
Multipipette Dispenser 1-2000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland
NanoDrop R© ND-1000 Peqlab Biotechnology, Erlangen,Deutschland
Neubauer Zellzählkammer Brand, Wertheim, Deutschland
Pipette 8-Kanal 20-200 µl Peqlab, Erlangen, Deutschland
Pipette Eppendorf variabel 0,1-2,5 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipette Eppendorf variabel 2,0-20 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipette Eppendorf variabel 20-200 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipette Eppendorf variabel 100-1000 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipette Pipetman R© variabel 0,2-2 µl Gilson, Middleton, USA
Pipette Pipetman R© variabel 200-1000 µl Gilson, Middleton, USA
Pipettierarbeitsplattform Freedom
EVOTM200 Tecan, Männedorf, Schweiz
Pipettierhilfe Easypet R© für 0,1 bis 100 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Plattenschüttler MixMate R© Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Präzisionswaage Sartorius, Göttingen, Deutschland
Schüttelinkubator Excella R© E24R New Brunswick Scientific, Enfield, USA
Serologische Pipette wattiert 10 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Serologische Pipette wattiert 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Serologische Pipette 50 ml Corning R©, New York, USA
Spannungsgeber PS1006 Apelex, Massy, Frankreich
Spectrophotometer Ultrospec R© 3100 Pro Biochrom, Darmstadt, Deutschland
Temperaturregler, PTC-100
programmierbar MJ Research, St. Bruno, Kanada
ThermoMixer R© Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Tischzentrifuge VWR, Darmstadt, Deutschland
Vakuumpumpe KNF Lab, Freiburg, Deutschland
Vakuumpumpe Vac-Man R© Laboratory Promega, Madison, USA
Vakuumpumpe Welch Promega, Madison, USA
Vortex-Genie R© 2 Bender & Hobein, Bruchsal,Deutschland
Wasserbad GFL, Großburgwedel, Deutschland
Wasserbad Köttermann, Uetze, Deutschland
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Produkt Hersteller
Wasserbad Julabo U3 Liebl & Ritzinger, München,Deutschland
Werkbank HERAsafeTM Heraeus, Hanau, Deutschland
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge J2-21 Beckman Coulter, Pasadena, USA
Zentrifuge Rotixa/KS Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge Universal 16R Hettich, Tuttlingen, Deutschland




Agarose Agar-Agar Biozym, Hessisch Oldendorf,Deutschland
Ammoniumeisen(II)-sulfat
(NH4)2Fe(SO4)2
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Amphotericin B 0,25 µg/ml PAA, Pasching, Österreich
Ampicillin Serva, Heidelberg, Deutschland
Antibiotikum-Antimykotikum Lösung
1% PAA, Pasching, Österreich
Antioxidant NuPAGE R© life technologiesTM, Carlsbad, USA
Aqua bidestillata Hausapotheke, München, Deutschland
Borsäure H3BO3 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Calciumnitrat Ca(NO3)2 Merck, Darmstadt, Deutschland
Centrifugal filter Units Amicon R©Ultra Millipore, Darmstadt, Deutschland
Centrifuge Tube 50 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Coelenterazin (CTZ) C(26)H(21)N3O3 P.J.K., Kleinblittersdorf, Deutschland
Complete-Mini EDTA-free Roche, Basel, Schweiz
Coomassie Brilliant Blue R-250 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Costar R© Assay Plate 96-well, klar, flacher
Boden mit Deckel Corning
R©, New York, USA
Costar R© Assay Plate 96-well, weiß,
flacher Boden mit Deckel Corning
R©, New York, USA
Cryo Tubes Nunc, Wiesbaden, Deutschland
D(+)-Glukose Merck, Darmstadt, Deutschland
Deep-Well-Plate, 96-well, runder Boden Corning R©, New York, USA
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Produkt Hersteller
Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Disposable Trough 25 ml Tecan, Männedorf, Schweiz
Disposable Trough 100 ml Tecan, Männedorf, Schweiz
Disposable Trough 96 Well Corning R©, New York, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) C2H6OS PAA, Pasching, Österreich
DreamFectTMGold OZ Biosciences, San Diego, USA
Drigalski-Spatel VWR, Darmstadt, Deutschland
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose mit Phenolrot PAA, Pasching, Österreich
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose ohne Phenolrot PAA, Pasching, Österreich
Dulbecco’s Phosphatgepufferte
Salzlösung (PBS), ohne Calcium und
Magnesium
PAA, Pasching, Österreich
1 Kb plus DNA Ladder life technologiesTM, Carlsbad, USA
Einmalspritzen BD DiscarditTMII Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Ethanol 95% Hausapotheke, München, Deutschland
Ethanol 100% Hausapotheke, München, Deutschland







Expand High FidelityTMPCR System Roche Diagnostics, Mannheim,Deutschland
FastDigestTMBuffer (10x) Thermo ScientificTM, Wilmington, USA
FastDigestTMGreen Buffer (10x) Thermo ScientificTM, Wilmington, USA
Fetales Bovines Kälberserum (FBS) life technologiesTM, Carlsbad, USA
Filtropurs 0,45 µm, Spritzenvorsatzfilter Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Formaldehyd CH2O Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gateway R©BP-ClonaseTMII Enzyme-Mix life technologiesTM, Carlsbad, USA
Gateway R©LR-ClonaseTMII Enzyme-Mix life technologiesTM, Carlsbad, USA
Gelkammer Ladepuffer Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gel Loading Solution (6x) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gewebekulturflasche 175 cm2 Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Glutathion Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Glycerin C3H8O3 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Hefeextrakt Oxoid, Hampshire, VereinigtesKönigreich
HEPES (99,5%) C8H18N2O4S Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Hydrogenchlorid HCl Hausapotheke, München, Deutschland
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Produkt Hersteller
Hygromycin Serva, Heidelberg, Deutschland
HYPERFlask R© Zellkulturflasche Corning R©, New York, USA
Impfschlinge 1µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
In-Cell ELISA Colorimetric Detection Kit Thermo ScientificTM, Rockford, USA
Kaliumchlorid KCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Merck, Darmstadt, Deutschland
Kanamycin Serva, Heidelberg, Deutschland
KAPA HiFi Hot Start PCR Kit Peqlab, Erlangen, Deutschland
KAPA HiFi DNA-abhängige
DNA-Polymerase Peqlab, Erlangen, Deutschland
Katalase aus boviner Leber, 2,000-5,000
Einheiten/mg Protein Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
LDS Sample Buffer (4x) NuPAGE R© life technologiesTM, Carlsbad, USA
Liquid Handling Disposable Tips 50 µl,
steril mit Filter Tecan, Männedorf, Schweiz
Liquid Handling Disposable 200 µl,
steril mit Filter Tecan, Männedorf, Schweiz
Liquid Handling Disposable Tips 1000
µl, steril mit Filter Tecan, Männedorf, Schweiz
Lithium Dodecyl Sulfat (LDS) Puffer life technologiesTM, Carlsbad, USA
Magnesiumsulfat MgSO4 Merck, Darmstadt, Deutschland
MCA96 Disposable Tips 100 µl, steril mit
Filter Tecan, Männedorf, Schweiz
Methanol CH3OH Hausapotheke, München, Deutschland
Microtest Plate 96-well, flacher Boden Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Microtube 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Milchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland
µMac Beads Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach,Deutschland
µMac-Säulen Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach,Deutschland
NativePAGE R© Bis-Tris-Gel 4-16% 10-well life technologiesTM, Carlsbad, USA
NativePAGE R© Cathode Buffer (20x) life technologiesTM, Carlsbad, USA
NativePAGE R© Running Buffer (20x) life technologiesTM, Carlsbad, USA
NativePAGE R© SDS Sample Buffer (4x) life technologiesTM, Carlsbad, USA
Natriumacetat C2H3NaO2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Natriumchlorid NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 Fluka, St. Louis, USA
Natriumhydroxid NaOH Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Nitrozellulosemembran BA-S 85 Schleicher & Schüll BioScience, Dassel,Deutschland
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Produkt Hersteller
Nonident P-40 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Nukleotransfektionsplatte 96-well Lonza, Cologne, Deutschland
NuPAGE R© Bis-Tris Midi Gel 20-well
4-12% life technologies
TM, Carlsbad, USA
NuPAGE R© Bis-Tris Midi Gel 20-well 10% life technologiesTM, Carlsbad, USA
NuPAGE R© Bis-Tris SDS-PAGE 4-12% Gel
System life technologies
TM, Carlsbad, USA
NuPAGE R© SDS Sample Buffer (4x) life technologiesTM, Carlsbad, USA
NuPAGE R© MOPS LDS Running Buffer
(20x) life technologies
TM, Carlsbad, USA
OptiplateTM96F black, 96-well, schwarz,
flacher Boden Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland
Pasteurpipette, Glas ca. 23 mm Brand, Wertheim, Deutschland
PCR-Tube 0,2 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Penicillin 100 U/ml PAA, Pasching, Österreich
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I Peqlab, Erlangen, Deutschland
Petrischale, Ø 90 mm Roth, Karlsruhe, Deutschland
Petrischale Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Phusion R© High-Fidelity DNA
Polymerase Finnzymes, St.Leon-Rot, Deutschland
Pipettenspitze ep Dualfilter T.I.P.S. R© Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitze Typ A 200 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipettenspitze Typ B 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipettenspitze Typ D 10 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pipettenspitze Typ E lang 10 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Pluronic R© F-68 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
C7H7FO2S
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Proteaseinhibitoren life technologiesTM, Carlsbad, USA
Proteinase K life technologiesTM, Carlsbad, USA
Pure YieldTMPlasmid Maxi-prep System Promega, Madison, USA
QuickChangeTMSite-Directed
Mutagenesis Kit Stratagene, München, Deutschland
Reaktionsgefäß 200 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Reaktionsgefäß 1,5 ml easy cap Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland




Rinderalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe, Deutschland
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin und
Phenolrot PAA, Pasching, Österreich
2.1. MATERIAL 25
Produkt Hersteller
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
ohne Phenolrot PAA, Pasching, Österreich
Sample Reducing Agent (10x) NuPAGE R© life technologiesTM, Carlsbad, USA
Schüttelkolben 500 ml Glas Schott Duvan, Mainz, Deutschland
Schüttelkolben 1 l Glas Schott Duvan, Mainz, Deutschland
Serologische Pipetten (2 ml /5 ml /10 ml
/25 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Square PET Storage Bottle 500 ml Corning R©, New York, USA
Sterilbecher 1 l Omnilab, Bremen, Deutschland
Streptomycin 0,1 mg/ml PAA, Pasching, Österreich
Sucrose Trypsin ohne Phenolrot Apotheke Innenstadt, München,Deutschland
SuperSignal West Femto Substrate Thermo ScientificTM, Rockford, USA
T4-Ligase DNA-Ligase Roche Applied Sciences, Penzberg,Deutschland
TBE-Puffer (10x) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Tissue Culture Flask, 75 und 25 cm2 Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
HCl NH2C(CH2OH)3
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
TRIS Gepufferte Salzlösung mit Tween R©
(TBS-Tween) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Triton R© X100 reduziert Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypsin (0,125%) PAA, Pasching, Österreich
Trypton Oxoid, Hampshire, VereinigtesKönigreich
Tube (15 ml / 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland




Zentrifugenbecher Nalgene, Rochester, USA
Zentrifugenröhrchen Nalgene, Rochester, USA
Zentrifugentube 15 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Zentrifugentube 50 ml Corning R©, New York, USA
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2.1.3 Lösungen, Reagenzien-Kits und Puffer
Tabelle 2.3
Lösung bzw. Puffer Zusammensetzung
AMAXA R© Puffer 0,0992 g/L Ca(NO3)2, 0,3996 g/L KCl, 0,1011 g/L MgSO4, 6,02
g/L NaCl, 2 g/L NaHCO3, 1 g/L Na2HPO4, 2 g/L (D+)-Glukose,
5,2 g/L HEPES, in 500 ml dH2O gelöst, mit 1 M HCl auf pH
7,3 eingestellt, 0,001 g/L Glutathion, in 200 µl der vorbereiteten
Lösung aufgelöst, zurück zur Ausgangslösung gegeben, Volu-
men auf 1 L mit dH2O ergänzt, 30 min mit Stickstoff begast,
anschließend steril gefiltert (0,2 µm)
Coelenterazin
(CTZ) Puffer
64,28 g/L NaCl, 0,82 g/L Na2EDTA, 29,92 g/L KH2PO4, 0,44 g/L
BSA, in dH2O gelöst und steril filtriert (0,2 µm)
CTZ Stammlösung
1mg/ml
10 mg Coelenterazin, in 10 ml Methanol gelöst und aliquotiert
CoIP-Low-Salt-
Puffer
20 mM TRIS HCl pH 7,5
CoIP-Lysepuffer 50 mM TRIS HCl pH 7,75, 150 mM NaCl, 1% Nonident P-40,
1% Proteaseinhibitoren und 2 mM PMSF (Joe u. a. 2009)
CoIP Puffer A 10 mM Hepes-KOH pH 7,4, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 5mM
Na-EDTA, 5 mM Na-EGTA und 250 mM Sucrose
HCl-Lösung 1 M 36,46 g HCl in 1 L dH2O gelöst
HEPES-Puffer 22,35 mM HEPES Natriumsalz, auf pH 7,3 eingestellt
In-Cell ELISA Co-
lorimetric
Bestandteile für 4 96-well Platten: Blocking Buffer 50 ml, Tris
Buffered Saline (20x) 50 ml, Surfact-Amps R© 20 (10% Tween R©-
20 Detergent) 10 ml, Surfact-Amps X-100 (10% Triton R© X-100
Detergent) 10 ml, HRP Conjugate 0,15 ml, TMB Substrate 58
ml, TMB Stop Solution 55 ml, Janus Grenn Whole-Cell Stain 50
ml, Elution Buffer 2 x 30 ml, Thin Plate Seal Assembly 8 each.
Alle Bestandteile werden bei 4 ◦C aufbewahrt
Milch 5% 1x TBS-Puffer (s.u.), 5% Milchpulver (w/v)
MOPS-Puffer 5%
(v/v)
MOPS SDS running buffer NuPAGE R© (20x)
NaCl-Lösung 1 M 58,44 g NaCl in 1 L dH2O gelöst
NaCl-Lösung 5 M 292,2 g NaCl in 1 L dH2O gelöst
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Lösung bzw. Puffer Zusammensetzung
peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit I
Bestandteile für 200 Aufreinigungen: 60 ml Lösung I (Lage-
rung: 4 ◦C), 60 ml Lösung II (Lagerung: 25 ◦C), 80 ml Lösung
III (Lagerung: 25 ◦C), 110 ml PW Plasmid Buffer (Lagerung:
25 ◦C), 3 x 40 ml DNA Wash Buffer (Konz.) (Lagerung: 25 ◦C),
200 µl RNase A (Lagerung: 4 ◦C), 60 ml Elution Buffer (5 mM
Tris-HCl, pH 8,5) (Lagerung: 25 ◦C), 200 PerfectBind DNA Co-
lumns (Lagerung: 25 ◦C) und 200 2,0 ml Collection Tubes (La-
gerung: 25 ◦C).Vor der Verwendung müssen die Lösung I mit
200 µl RNase komplettiert und zum Puffer DNA Wash 60 ml
100% Ethanol zugegeben werden.
Pluronic R© F-68-
Lösung 100 mg/ml




Bestandteile für 25 Aufreinigungen: 315 ml Cell Resuspen-
sion Solution (CRA) (Lagerung: 25 ◦C), 315 ml Cell Ly-
sis Solution (CLA) (Lagerung: 25 ◦C), 315 ml Neutraliza-
tion Solution (NSB) (Lagerung: 25 ◦C), 85,3 ml Endotoxin
Removal Wash (Lagerung: 25 ◦C), 210 ml Column Wash
(Lagerung: 25 ◦C), 50 ml Nuclease-Free Water (Lagerung:
25 ◦C), 25 PureYieldTMClearing Columns (Lagerung: 25 ◦C),
25 PureYieldTMMaxi Binding Columns (Lagerung: 25 ◦C). Vor
Verwendung werden zum Puffer Endotoxin Removal Wash zur
Entfernung von Endotoxinen 57 ml Isopropanol und zum Puf-
fer Column Wash 350 ml 95% Ethanol hinzugefügt.
Quenching Lösung 30% H2O2 in 1xTBS
Renilla Luciferase
Testpufferlösung
NaCl 64.28 g/L, Na2-EDTA 0.82 g/L, KH2PO4 29.92 g/L, BSA 0.44
g/L, steril gefiltert und aufbewahrt bei 4 ◦C
TBE-Puffer 89 mM TRIS-HCl, 89 mM H3BO3, 2mM EDTA (0,5%), pH zwi-
schen 8,1-8,5 eingestellt
TE-Puffer 10 mM TRIS-HCl, 1 mM EDTA, pH=8,0




TRIS, 8,76% (m/v) NaCl
Trypsin-EDTA-
Verdünnung
Trypsin-EDTA 1:10 in PBS (100ml) + 150 µg/ml Pluronic R© F-68




Lysogeny Broth (LB) Me-
dium
10 g/L NaCl, 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, mit 5 M





15 g/L Agar, 10 g/L NaCl, 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeex-
trakt, mit 5 M NaOH auf pH 7,5 eingestellt, autoklaviert
(20 min, 121 ◦C) und nach Bedarf Antibiotikum zuge-
geben, in Petrischalen verteilt
Dulbecco´s Modified
Eagle Medium (DMEM)
High Glucose mit Phenol-
rot
mit 10% FBS, 1% Antibiotikum-Antimykotikum Lö-






mit 10% FBS, 1% Antibiotikum-Antimykotikum Lö-





mit L-Glutamin und Phenolrot mit 10% FBS, 1%
Antibiotikum-Antimykotikum Lösung, 100 U/ml Peni-





mit L-Glutamin und ohne Phenolrot mit 10% FBS, 1%
Antibiotikum-Antimykotikum Lösung, 100 U/ml Peni-
cillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 0,25 µg/ml Amphoteri-
cin B
2.1.5 Zelllinien und Bakterienstämme
Tabelle 2.5
Zelllinie/Bakterienstamm Hersteller
Escherichia coli DH5alpha, chemisch kompetent life technologiesTM, Carlsbad,
USA
Escherichia coli XL1-blue, chemisch kompetent Stratagene, München, Deutsch-
land
Fibroblasten-Nierenzelllinie der grünen Meerkat-
ze (COS-7) ACC 60
DSMZ, Braunschweig, Deutsch-
land













β2-AR (H-20) sc-569 — Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA
Kaninchen Anti-Ziegen IgG, polyklonal,
Peroxidase-konjugiert (HRP)
— Abcam, Cambridge, UK






Murin Anti-V5 IgG 1:5000 life technologiesTM, Carlsbad,
USA
Ratten Anti-Hämagglutinin (HA) 1:48 Roche Applied Science, Penz-
berg, Deutschland




Ziege Anti-Murin IgG-HRP Antikörper 1:10000 Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA








Salbutamol 400 µM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Salmeterol Xinafoate 660 µM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Formoterol 400 µM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Clenbuterol 400 µM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Isoproterenol Hydrochlorid 400 µM Merck, Darmstadt, Deutschland








Gm6A/TC Thermo ScientificTM, Wilming-
ton, USA
EcoRI 1x Buffer EcoRI G/AATTC Thermo ScientificTM, Wilming-
ton, USA
FBglII 1x Buffer O A/GATCT Thermo ScientificTM, Wilming-
ton, USA
NotI 1x Buffer O GCATG/C Thermo ScientificTM, Wilming-
ton, USA






C/TCGAG Thermo ScientificTM, Wilming-
ton, USA
2.1.9 Vektoren und DNA
Vektoren
Die für die Untersuchung der PPI nötigen cDNAs lagen jeweils in 4 verschiedenen
pDEST-Vektoren vor. Jede cDNA war in den Varianten 5’-hRluc-cDNA-3’ (Vektor: pDEST-
N-hRluc), 5’-Venus-cDNA-3’ (Vektor: pDEST-N-Venus), 3’-hRluc-cDNA-5’ (Vektor: pDEST-
C-hRluc) und 3’-Venus-cDNA-5’ (Vektor: pDEST-C-Venus) vorhanden. In eukaryoten
Zellen werden dadurch Proteinkonstrukte exprimiert mit N- bzw. C-terminalem Donor-
bzw. Akzeptor-Tag in jeweils 4 Varianten pro Protein. In dieser Arbeit wurden eine
humanisierte Renilla Luciferase (hRluc) und das stabilisierte gelb-fluoreszierendes Pro-
tein (YFP)-Derivat Venus (Nagai u. a. 2002, Hamdan u. a. 2005) verwendet. Venus ist
gegenüber dem YFP an den 7 Positionen V68L, R79K, F46L, F64L, M153T, V163A und
S175G durch einen Aminosäureaustausch verändert und dadurch deutlich stabiler bei
gleichzeitig besserer Quantenausbeute.
Tabelle 2.9
Vektor Tag Resistenzen Hersteller





Vektor Tag Resistenzen Hersteller




pENTR223 Spectinomycin life technologiesTM, Carlsbad,
USA
pENTR221 Kanamycin life technologiesTM, Carlsbad,
USA
pcDNATM6.2/HA-

























Recombinase keine Resistenz life technologies
TM, Carlsbad,
USA

































































Ein BRET-Kontrollvektor lag im Labor bereits vor (Schatz 2014). Für dieses Venus-
hRluc Fusionsprotein war die kodierende Sequenz für Venus ohne Stopcodon amplifi-
ziert und in den C-terminal fusionierten hRluc-pDEST-Vektor eingefügt worden. Die-
ser Kontrollvektor dient als Positivkontrolle für das Experiment und wird auf jeder
96-well-Platte einmalig aufgetragen. Weiterhin lag im Labor bereits ein zweiter BRET-
Kontrollvektor vor, der ausschließlich das Venus-Konstrukt enthält und als Korrektur-
faktor dient für das Durchbluten des hRluc-Signals.
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DNA-Sequenzen
Über PlasmID bzw. MGC bestellt und in das Gateway R© Cloning-System kloniert wur-
den im Rahmen dieser Doktorarbeit die cDNAs der folgenden Proteine: ADORA2B,
ADORA3, APH1A, APH1B, APP, ATP2A2, BIP, CANX, CAXDR, CD132, CD28, CD40L,
CD58, CHRM3, CSNK1G2, CYP51A1, DDOST, DNAJB9, EEF1A1, ERCC5, FOS, GnRH,
GOSR2, GZMB, HSP90AB1, IL3RB, KDELR2, KDELR3, MAP2K2, MSMO1, NSDHL,
PEX10, PEX12, PSEN1, PSEN2, PSENEN, SEC22B, SIL, SSR1, STAT1, STAT3, STAT4,
STAT5B, STAT6, SUMO1, TMED1, TRAPPC2, UBL1 und XBP1. Die cDNAs erhielten wir
in transformierten Vektoren. Diese wurden ausplattiert, gepickte Klone in LB-Medium
kultiviert, die Plasmid-DNA wurde anschließend über Minipreps (Abschnitt 2.2.6) auf-
gereinigt und die cDNA-Sequenzen geprüft (MWG Eurofins). Dann konnten die expres-
sion clones erstellt werden (Abschnitt 2.2.3), sofern die cDNA bereits in pENTR-Vektoren
gekauft worden war. Wenn dies nicht möglich war, wurde wie in Abschnitt 2.2.3 be-
schrieben verfahren, um zunächst die entry clones zu erstellen.
Tabelle 2.11: Übersicht über die verwendeten cDNAs, ihre Bezugsquelle, die Referenzsequen-
zen und die Vektoren, in denen die cDNA vorliegt. Zusätzlich lagen alle cDNAs auch in den
Expressionsvektoren pEF-C-hRluc-DEST, pEF-N-hRluc-DEST, pEF-C-Venus-DEST und pEF-N-
Venus-DEST vor.
Gen Quelle Accession Number pENTR
ABCD1 MGC BC015541 pENTR221
ABCD4 PlasmID BC012815 pENTR221
ACAA1 PlasmID BC011977 pENTR221
ACADM MGC BC005377 pENTR221
ACADS PlasmID BC025963 pENTR221
ACOT2 PlasmID BC006335 pENTR221
ACSL4 MGC BC034959 pENTR223
ACSL5 MGC NM203379.1 pENTR223
ADORA2B PlasmID BC025722 pENTR223
ADORA3 MGC BC029831 pENTR223
ADRB2 IMAGE NM000684 pENTR221
ADRB2 IMAGE + SDM NM000684,
rs1042713
pENTR221
ADRB2 IMAGE + SDM NM000684,
rs1042714
pENTR221
ALDH3A2 PlasmID BC002430 pENTR221
AMACR PlasmID BC009471 pENTR221
APH1A PlasmID BC017699.1 pENTR221
APH1B PlasmID AL136671 pENTR223
APP PlasmID NM201413.2 pENTR221
ATP2A2 MGC BC035588 pENTR223
BAAT PlasmID BC009567 pENTR221
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Gen Quelle Accession Number pENTR
BCL10 Roth u. a. 2014 NM003921 pENTR221
BSG MGC BC009040 pENTR223
CALR MGC BC007911 pENTR221
CANX PlasmID NM001024649.1 pENTR221
CARD9 MGC BC008877 pENTR221
CCL11 PlasmID BC017850 pENTR221
CCR3 PlasmID NM178329.1 pENTR221
CCR4 MGC BC071751 pENTR223
CCR6 MGC BC037960 pENTR223
CD2 IMAGE BC033583 pENTR221
CD86 IMAGE BC040261 pENTR221
CHRM3 PlasmID NM000740.2 pENTR221
COPS5 MGC BC001187 pENTR221
CSNK1G2 PlasmID BC020972 pENTR221
CXADR PlasmID NM001338.4 pENTR221
CXCL1 PlasmID BC011976 pENTR221
CXCL2 PlasmID AY893465.1 pENTR221
CXCL3 PlasmID BC016308 pENTR221
CXCR4 MGC BC020968 pENTR223
CYP51A1 PlasmID BC032322 pENTR221
CYSLTR1 PlasmID NM006639.2 pENTR221
DDOST PlasmID BC002594 pENTR221
DDX3Y MGC BC034942 pENTR221
DDX5 MGC BC016027 pENTR221
DIPA MGC BC008796 pENTR221
DNAJB11 MGC BC001144 pENTR223
DNAJB9 PlasmID BC028912 pENTR221
DNM1L MGC BC024590 pENTR223
EEF1A1 PlasmID BC009733 pENTR221
EPHX2 PlasmID BC007708 pENTR221
Fis1 MGC BC003540 pENTR223
FKBP1A PlasmID BC005147 pENTR221
FOS PlasmID BC004490 pENTR221
Fyn MGC BC032496 pENTR223
GCDH PlasmID BC002579 pENTR221
GNPAT IMAGE BC000450.2 pENTR221
GOSR2 PlasmID NM004287.3 pENTR221
GSTK1 MGC BC063425 pENTR223
GZMB PlasmID NM004131.4 pENTR221
HACL1 MGC CCDS2627.1 pENTR223
HADHA PlasmID BC009235 pENTR221
HLX Invitrogen DQ896761.2 pENTR221
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Gen Quelle Accession Number pENTR
HNRNPK MGC BC014980 pENTR223
HSP90AB1 PlasmID BC004928 pENTR221
HSPA5 PlasmID BC020235 pENTR221
HSPA9B PlasmID BC000478 pENTR221
HSPD1 PlasmID BC003030 pENTR221
IL10RB MGC BC001903 pENTR221
IL12RB1 MGC BC137404 pENTR223
IL17RA PlasmID NM014339.6 pENTR221
IL21R MGC BC004348 pENTR221
IL23R MGC BC040720 pENTR223
IL2RB MGC BC025691 pENTR223
IL2RG MGC BC014972 pENTR223
IL8 PlasmID BC013615 pENTR221
IL8RA MGC BC028221 pENTR223
IL8RB MGC BC037961 pENTR223
IVD PlasmID BC017202 pENTR221
Jun MGC BC006175 pENTR223
KDELR2 PlasmID NM006854.3 pENTR221
KDELR3 PlasmID NM016657.1 pENTR221
KRT17 MGC BC000159 pENTR223
LMAN2 MGC BC017263 pENTR223
MFN2 PlasmID BC017061 pENTR221
MIF MGC BC000447 pENTR221
MOSC2 PlasmID BC011973 pENTR201
MPV17 MGC BC001115 pENTR223
MPV17L2 MGC BC005064 pENTR223
MRO PlasmID BC029860.1 pENTR221
MSMO1 PlasmID BC010653 pENTR221
NCSTN MGC BC047621 pENTR223
NSDHL PlasmID BC000245 pENTR221
OPRD1 PlasmID BC111838 pENTR223
ORMDL1 Toncheva u. a. 2015 NM001128150.1 pENTR221
ORMDL2 Toncheva u. a. 2015 NM014182.4 pENTR221
ORMDL3 Toncheva u. a. 2015 NM139280.1 pENTR221
PAR2 MGC BC018130 pENTR223
PDIA3 MGC BC014433 pENTR223
PEX1 MGC BC035575 pENTR221
PEX101 PlasmID BC000543.2 pENTR221
PEX102 Invitrogen NM002617.3 pENTR221
PEX11A MGC BC009697 pENTR223
PEX11B MGC BC011963 pENTR223
PEX11G MGC BC008780 pENTR223
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Gen Quelle Accession Number pENTR
PEX12 MGC BC031085 pENTR221
PEX13 MGC BC067090 pENTR221
PEX14 MGC BC006327 pENTR223
PEX19 MGC BC000496 pENTR221
PEX26 Schatz 2014 NM001127649.1 pENTR221
PEX5 MGC BC010621 pENTR223
PEX6 MGC BC048331 pENTR221
PEX7 Invitrogen BC031606.1 pENTR221
PGLYRP1 PlasmID NM005091 pENTR221
PHYH MGC BC029512 pENTR223
PSEN1 PlasmID BC011729.2 pENTR223
PSEN2 PlasmID BC006365 pENTR223
PSENEN PlasmID BC009575 pENTR221
PTCH1 MGC BC043542 pENTR223
PXMP3 MGC BC005375 pENTR223
PXMP4 MGC BC001147 pENTR223
RAD50 MGC BC136436 pENTR221
RHOC MGC BC007245 pENTR223
RORC MGC BC031554 pENTR223
RPS19 MGC BC000496 pENTR223
S100A8 Roth u. a. 2014 NM002964.4 pENTR221
SEC22B PlasmID NM004892.5 pENTR221
SEC61A1 PlasmID NM013336.3 pENTR223
SENP3 MGC BC080658 pENTR221
SERP1 PlasmID AL136807 pENTR201
SIGMAR1 MGC BC004899 pENTR223
SIL1 PlasmID BC011568 pENTR221
SLC25a17 MGC BC005957 pENTR223
SLU7 MGC BC010634 pENTR221
SNX6 Roth u. a. 2014 NM021249.3 pENTR221
SPINK5 Roth u. a. 2014 NM001127699.1 pENTR221
SPTLC1 MGC BC068537 pENTR223
SPTLC1 MGC BC007085 pENTR223
SSR1 PlasmID NM003144.3 pENTR221
STAT1 PlasmID NM007315.3 pENTR221
STAT3 PlasmID NM213662.1 pENTR222
STAT4 MGC BC031212 pENTR223
STAT5B PlasmID NM012448.3 pENTR223
STAT6 MGC BC075852 pENTR223
SUMO1 PlasmID BC006462 pENTR221
TBX21 MGC BC039739 pENTR221
TCL1A Roth u. a. 2014 NM021966.2 pENTR221
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Gen Quelle Accession Number pENTR
TEAD2 PlasmID BC007556 pENTR221
TRAPPC2 PlasmID NM001011658.3 pENTR221
TRIM37 MGC BC036012 pENTR223
TUBA3C MGC NM006001.1 pENTR221
TUBB3 MGC NM006086.3 pENTR221
UBA1 MGC BC013041 pENTR221
VDAC1 PlasmID BC008482 pENTR221
VDR MGC BC060832 pENTR221
XBP1 PlasmID BC000938 pENTR221
ZDHHC3 PlasmID BC015467 pENTR221
Primer-Sequenzen
Tabelle 2.12: Primersequenzen für die Sequenzanalyse von cDNA im pDEST-Vektor
Vektor Primername Primersequenz
N-Venus-DEST N-hRluc seq for -105 5’-CAAAATGTCGTAACAACTCCGC-3’
C-Venus-DEST C-YFP fo 5’-CTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGT-
3’
C-Venus-DEST TK polyA re 5’-CTTCCGTGTTTCAGTTAGC-3’
N-hRluc-DEST N-hRluc seq fo -105 -105 5’-CAAAATGTCGTAACAACTCCGC-3’
C-hRluc-DEST C-hRluc seq fo -138 5’-CATAGTGACTGGATATGTTGTG-3’
C-hRluc-DEST TK polyA re 5’-CTTCCGTGTTTCAGTTAGC-3’
Tabelle 2.13: Primersequenzen für die Sequenzanalyse von cDNA im pENTR-Vektor
Vektor Primername Primersequenz
pENTR223 M13u: (forward) 5’-GTAAAACGACGGCCAGTG-3’
pENTR223 M13r: (reverse) 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’




















Tabelle 2.15: Verwendete Softwareprogramme und Datenbanken
Produkt Hersteller




BIOGRID http://thebiogrid.org/, Montreal, Kanada
Cytoscape The Cytoscape Consortium, San Diego, USA
Ensembl http://www.ensembl.org/, Cambrigde, UK
Excel 2010 Microsoft Excel, Seattle, USA
I-TASSER http://www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/







Prism Version 5.01 GraphPad Software, La Jolla, USA
QuikChange R© Primer Design Pro-
gramm
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Sequence Navigator Applied Biosystems, Waltham, USA
STRING SIB Swiss Institute of Bioinformatics, Lausan-
ne, Schweiz
UniProt UniProt Consortium, Cambridge, UK
Vector NTI life technologiesTM, Carlsbad, USA
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2.2 Methoden
2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Vervielfältigung von DNA in vitro un-
ter Verwendung des Enzyms DNA-Polymerase (Mullis u. a. 1986). Durch die zyklische
Durchführung, in der die Produkte eines Zyklus die Basis für den nächsten Zyklus
bilden, kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation. Das Expand High Fidelity PCR
System wurde für die Erstellung von DNA-Fragmenten bis 5 kb und die PhusionTMHigh-
Fidelity DNA Polymerase für Produkte von 5-20 kb verwendet. Im Expand High Fidelity
PCR System wurden 2,5 Einheiten DNA-Polymerase, 100 ng Template und je 15 pmol
Primer verwendet. Die Primer wurden mit Onlineprogramm Oligonucleotide Properties
Calculator erstellt und durch die Firma Metabion (Martinsried, Deutschland) syntheti-
siert. Initial erfolgte eine DNA-Denaturierung bei 96 ◦C über 2 min. Dann folgten 10
PCR-Zyklen aus je 15 s Denaturierung bei 96 ◦C, 30 s Annealing bei 45 bis 68 ◦C (je
nach Primerstruktur und -länge) und 1 bis 8 min Elongation (je nach Produktlänge: <
3 kb bei 68 ◦C, > 3 kb bei 72 ◦C). Diese Schritte wurden 20 Mal wiederholt. Zur Steige-
rung der Produktmenge wurde der Elongationsschritt pro Zyklus um 20 s verlängert.
Schließlich erfolgte eine letzte Elongation bei 72 ◦C für 7 min zur Vervollständigung
der in den vorausgehenden Zyklen nicht komplett synthetisierten DNA-Stränge. Die
zur Erstellung von DNA-Fragmenten von 5-20 kb Länge verwendete PhusionTMHigh-
Fidelity DNA Polymerase ist eine modifizierte Pfu-Polymerase, die aufgrund ihrer hohen
Aktivität nur kurze Extensionszeiten von 15 bis 30 s/kb benötigt. Der Ansatz wurde
entsprechend des Herstellerprotokolls vorbereitet mit 1 U Polymerase, 10 ng Template
und je 25 pmol Primer. Die verwendeten Primer sind in Abschnitt 2.1.9 aufgeführt. Die
abschließenden Schritte der DNA-Präzipitation in Ethanol und Natriumacetat sowie
des Waschens der DNA-Pellets wurden durch die Medigenomix GmbH (Martinsried,
Deutschland) durchgeführt, wo auch die Annotationen an einem ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems) vorgenommen wurde. Die Auswertung der Analyse in
unserem Labor erfolgte mit den Programmen Sequence Navigator und Vector NTI.
2.2.2 Site-directed Mutagensis (SDM)
Die ortsspezifische Mutagenese (site-directed mutagenesis, SDM) dient dem zielgenauen
Einführen von Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen in eine
Doppelstrang-DNA (dsDNA), beispielsweise um genetische Polymorphismen in einem
Wildtypgen zu erzeugen (Flavell u. a. 1975, Hutchison u. a. 1978, Müller u. a. 1978). Aus-
gehend vom Wildtyp-Expressionsvektor wurden in dieser Arbeit mittels SDM Punkt-
mutationen in das im pENTR-Vektor enthaltene ADRB2-Gen eingeführt, um BRET-
Expressionsvektoren für Varianten des β2-Adrenorezeptorproteins zu erhalten. Mittels
SDM wurden aus dem ADRB2-Wildtyp durch Austausch einzelner Basenpaare die Va-
rianten ADRB2 rsrs1042713 und rs1042714 erzeugt. Man nutzt hierbei in einem PCR-
basierten Verfahren die nicht ganz korrekte Anlagerung von „fehlerhaften“ Primern an
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den Vorlagenstrang. Dazu verwendet man zwei komplementäre Primer, die in der Mitte
die gewünschte Mutation enthalten, ansonsten aber der Matrize korrekt entsprechen.
Alle SDM wurden mit dem QuickChange R© Site-Directed Mutagenesis Kit durchgeführt.
Die Primer wurden unter Verwendung des QuikChange R© Primer Design Programm ent-
worfen und durch die Firma Metabion (Martinsried, Deutschland) hergestellt, gereinigt
und lyophilisiert. Die Primer wurden auf eine Konzentration von 1 µg/µl verdünnt.
Als Matrizen-DNA diente eine Mini-Präparation aus einer Escherichia coli-Kultur mit
pENTR-ADRB2-Wildtyp-cDNA. Für den Reaktionsansatz wurden 5 µl Reaktionspuffer,
50 ng Matritzen-DNA, jeweils 125 ng des Vorwärts- und des Rückwärtsprimers, 20 nmol
des dNTP Mix und 50 µl Aqua bidestillata vermischt. Dann wurde 1 µl (2,5 Einheiten/µl)
der PfuTurbo R© DNA-Polymerase zugegeben. Die Polymerase synthetisiert von den Pri-
mern aus das gesamte Plasmid (codierender Strang und Gegenstrang) und erstellt so
eine DNA mit der gewünschten Mutation. Das Thermal Cycling erfolgte nach folgen-
dem Protokoll: einmalige initiale Denaturierung (95 ◦C, 2 min), 16-mal Denaturierung
(98 ◦C, 1 min), Annealing der Primer (55 ◦C, 1 min) und Elongation (68 ◦C, 1 min/1
kb), schließlich einmalige finale Replikation (68 ◦C, 5 min). Nach dem Durchlaufen der
PCR-Zyklen wurde der Reaktion 1 µl des DpnI-Restriktionsenzyms (10 Einheiten/µl) zu-
gesetzt, die Probe vorsichtig vermischt und bei 37 ◦C für 1 h inkubiert, um die methylierte
Matrizen-DNA zu zerstören, sodass nur das lineare unmethylierte PCR-Produkt in der
Probe verblieb. Die Matrizen-DNA ist methyliert, da sie aus Escherichia coli gewonnen
wurde, während das PCR-Produkt in der PCR-Reaktion nicht methyliert und deshalb
durch DpnI nicht abgebaut wird. Zur Überprüfung der Spezifität der PCR-Reaktion und
der Fragmentlänge des PCR-Produktes wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt,
wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben. Zugleich wurde das in der PCR entstandene lineare
DNA-Produkt durch Hitzeschocktransformation in Escherichia coli XL1-blue übertragen,
siehe hierzu Abschnitt 2.2.4, um das PCR-Produkt zu amplifizieren und in eine geschlos-
sene Plasmid-DNA umzuformen. Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von der
Medigenomix GmbH (Martinsried, Deutschland) übernommen.
2.2.3 Recombinantes Klonieren mittels Gateway R© Cloning System
Um die in Abschnitt 2.1.9 aufgeführten BRET-Vektoren zu erzeugen, wurde das auf dem
Prinzip der Rekombination basierende Gateway R© Cloning System verwendet. Dieses effi-
ziente Klonierungssystem basiert auf einer lysogenen BP- und der lytischen LR-Reaktion
und wurde durch die Firma Invitrogen bzw. lifeTM technologies entwickelt (Gray u. a.
1982, Katzen 2007). In der BP-Reaktion wird aus einem Donor-Vektor (pDONRTMbzw.
pENTR) und einem PCR-Produkt durch das Enzym Integrase des Bakteriophagen lamda
ein entry clone erzeugt (Meissner u. a. 1987). Die Integration eines DNA-Abschnitts durch
die Integrase ist möglich, sofern am 3’- und am 5’-Ende der cDNA notwendigen ca. 25
bp langen attB-Rekombinationsstellen vorliegen. Die entry clones dienen dann als eine
Genbibliothek, da aus ihnen mit geringem Aufwand und unter der Verwendung von
Expressionsvektoren wie pDESTTMin der LR-Reaktion verschiedene expression clones er-
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stellt werden können. Durch die Rekombination wird aus den Zielvektoren jeweils das
Selbstmordgen ccdB entfernt und durch das Zielgen ersetzt, zudem wird die Selektion
der erfolgreich transformierten Klone durch die in den Vektoren enthaltenen Antibioti-
karesistenzen (pENTR - Kanamycin; pDEST - Ampicillin) ermöglicht.
Entryvektoren
Das Ziel der BP-Reaktion ist das Erzeugen eines entry clones, der die cDNA des ge-
wünschten Gens enthält. Hierzu wurde die ccdB-Kassette des pDONRTMmit der cDNA
des gewünschten Gens durch rekombinante Klonierung ersetzt. Damit in den expres-
sion clones das Gen von Interesse schließlich im korrekten Leserahmen angeordnet ist,
wurden die attB-Rekombinationsstellen für beide Enden des cDNA-Abschnitts unter-
schiedlich konstruiert, sodass sie nach der Integration in den pDONRTMan den attP-
Rekombinationsstellen die richtige Orientierung erhielten (Katzen 2007).
Abbildung 2.2: BP-Reaktion (Abbildung nach Vorlage von lifeTM technologies)
Für alle Proteine von Interesse wurden die cDNA als vollständiger Offener Leserah-
men (OLR) mit und ohne Stopcodon entweder bereits in Gateway R©-entry clones aus der
cDNA-Bibliothek PlasmID (http : //plasmid.med.harvard.edu/PLASMID/) erworben oder
aus der cDNA-Bibliothek Mammalian Gene Collection (http : //mgc.nci.nih.gov/) bezo-
gen. Wenn die cDNA bereits in entry clones mit und ohne STOP-Codon enthalten war
(PlasmID, siehe auch Tabelle 2.11), war keine BP-Reaktion notwendig und die entry clones
konnten direkt in der LR-Reaktion eingesetzt werden. Für die cDNAs aus der Mammali-
an Gene Collection (siehe auch Tabelle 2.11) hingegen mussten zunächst die OLR in einer
PCR (Abschnitt 2.2.1) amplifiziert und mit den 5’- und 3’-attB-Rekombinationsstellen
versehen werden. Dabei konnten die attB-Rekombinationsstellen durch eine PCR mit
2.2. METHODEN 43
spezifischen Primern, die am 5’-Ende die attB-Rekombinationsstellen tragen, an das zu
exprimierende Gen angefügt werden. Verwendet wurde das Expand High Fidelity PCR
System wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Die Primer enthielten am 5’-Ende die 25
Basen langen attB1- und attB2-Sequenzen und 4 Guanin-Reste. Bei Fusionskonstrukten
mit N-terminal gelegenen Tagproteinen wurde das START-Codon des Gens entfernt,
um einen alternativen Transkriptionsstartpunkt zu vermeiden. Diese Produkte, die am
3’-Ende des untersuchten Gens ein STOP-Codon enthalten, werden in der vorliegenden
Arbeit mit „STOP“ benannt. In Fusionskonstrukten, welche C-terminal das Tag tragen,
wurde das STOP-Codon aus der cDNA-Sequenz entfernt. Diese Produkte werden in der
vorliegenden Arbeit als „∆STOP“ bezeichnet, da sie am 3’-Ende des untersuchten Gens
kein Stopcodon enthalten. Die Überprüfung der Produktlänge erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese. Hatte das PCR-Produkt die korrekte Länge und waren keine unspezi-
fischen Produkte im Gel zu finden, so erfolgte die Aufreinigung und Quantifizierung der
DNA (Abschnitt 2.2.6). Die Übertragung der komplementäre DNS (cDNA)-Sequenzen
in den pDONRTM-Vektor erfolgte dann entsprechend dem Gateway R©-Protokoll in der
BP-Reaktion (Katzen 2007). Zunächst wurden 4 µl Reaktionslösung aus 50 fmol des
cDNA-PCR-Produkts, 50 fmol des pDONRTMund sowie TE-Puffer bei RT angesetzt. Die
einzusetzende Menge an PCR-Produkt wurde berechnet anhand der Formel cDNA −
Menge [ng] = Ziel −Menge [ f mol] x Basenlänge x (660 f g/ f mol) x (1 ng/106 f g). Die BP-
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl des BP Clonase II Enzym Mix gestartet und der
Reaktionsansatz für 5-18 h bei 25 ◦C inkubiert, dann wurde die Fusionsreaktion durch
Zugabe von 1 µl Proteinase K und 10-minütige Inkubation bei 37 ◦C unterbrochen (sie-
he auch Abbildung 2.2). Anschließend erfolgte die Transformation von Escherichia coli
DH5αwie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Zu jedem Protein wurden zwei entsprechende
entry clone erzeugt, mit (entry clone-STOP) und ohne (entry clone-∆STOP) STOP-Codon
in der cDNA. Alle entry clones wurden durch eine DNA-Sequenzierung validiert (Firma
Eurofins MWG Operon, Martinsried), die Primer sind unter Tabelle 2.13 aufgeführt. Die
Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Computerprogramm Sequence Navigator.
Expressionsvektoren
Das Ziel der LR-Reaktion ist die Übertragung der cDNA des in den entry clones vorliegen-
den Gens in einen Zielvektor (pDEST), der zugleich die Gensequenz eines Tags enthält.
Der dadurch entstehende expression clone kann nach einer Transfektion in eukaryoten
Zelllinien abgelesen und exprimiert werden (Katzen 2007).
Für die Verwendung zur Co-IP wurde die cDNA aus den Gateway R©-entry clones-
∆STOP in die entsprechenden expression clones mit C-terminalem V5- oder HA-Tag (pEF-
DEST51-V5, pEF-DEST51-HA) übertragen. Für die Verwendung in BRET-Experimenten
wurden die cDNA entweder aus den Gateway R©-entry clones-∆STOP in die C-terminal
fusionierten (C-hRluc-pDEST oder C-Venus-pDEST) pDESTTM-Vektoren oder aus den
Gateway R©-entry clones-STOP in die N-terminal fusionierten (N-hRluc-pDEST oder N-
Venus-pDEST) pDESTTM-Vektoren übertragen. Für jedes in den BRET-Experimenten
untersuchte Protein wurden entsprechend 4 verschiedene BRET-Expressionsvektoren
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Abbildung 2.3: LR-Reaktion (Abbildung nach Vorlage von lifeTM technologies)
erstellt. Die 4 verwendeten BRET-pDEST-Vektoren (C-hRluc-pDEST, C-Venus-pDEST,
N-hRluc-pDEST und N-Venus-pDEST) waren basierend auf dem pcDNA 6.2. DEST
General Gateway R© Vector konstruiert worden: um die BRET-pDEST-Vektoren mit unter-
schiedlicher Ausrichtung der Tags zu konstruieren, wurde die Gensequenz von hRluc
(phRG-TK) bzw. Venus (pEYFP-N1) (Hamdan u. a. 2005, Nagai u. a. 2002) verwendet
(Tabelle 2.10), mit (5’-Richtung) oder ohne (3’-Richtung) Stopcodon amplifiziert und, in
5’-Richtung zur Generierung des N-terminalen Fusionsproteins oder in 3’-Richtung zur
Generierung des C-terminalen Fusionsproteins, mit der ccdB-Kassette im korrekten Le-
seraster verbunden. Die BRET-pDEST-Vektoren lagen im Labor bereits vor (siehe Tabelle
2.9) (Schatz 2014). Für die LR-Reaktion wurde der Gateway R© LR-Clonase II Enzyme Mix
verwendet. Es wurden 150 ng pDEST-Vektor sowie 50-150 ng entry clone mit TE-Puffer
auf 4 µl aufgefüllt. Die LR-Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl LR-Clonase gestartet,
für 5-18 h bei 25 ◦C inkubiert und durch Zugabe von 1 µl Proteinase K und 10-minütige
Inkubation bei 37 ◦C gestoppt (siehe auch Abbildung 2.3). Anschließend erfolgte die
Transformation von Escherichia coli DH5α wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Als Ne-
benprodukt entsteht bei der LR-Reaktion auch ein das ccdB-Selbstmordgen tragendes
Plasmid, welches zum Untergang der dieses Plasmid-exprimierenden Bakterien führt
(Katzen 2007).
2.2.4 Hitzeschock-Transformation von Escherichia coli
In einer Transformation wird Fremd-DNA in Bakterienzellen übertragen (Avery u. a.
1944). Hierzu wurde ein Hitzeschockverfahren verwendet, in dem die kurzzeitige Erhit-
zung der Escherichia coli die Bakterienmembran eröffnet und die Einschleusung der DNA
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in das Zellinnere ermöglicht. Gramnegative Bakterien sind aufgrund ihrer Zellwand nor-
malerweise nicht fähig, DNA aufzunehmen, weshalb für das Hitzeschockverfahren die
chemisch kompetenten Escherichia coli DH5α- bzw. XL1-Blue-Stämme verwendet wur-
den. Diese Methode ermöglicht die Klonierung von Plasmid-DNA und ist damit von
grundlegender Bedeutung. Die verwendeten Ansätze unterschieden sich je nach Bakte-
rienstamm. Für Transformationsreaktionen mit Escherichia coli DH5αwurden 100 µl der
Bakterien auf Eis aufgetaut, dann mit 2 µl der BP- oder LR-Reaktion versetzt und über 30
min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte die Transformationsreaktion durch einen 90
s dauernden Hitzeschock in einem 42 ◦C warmen Wasserbad und, nach erneuter zwei-
minütiger Inkubation auf Eis und Zugabe von 200 µl LB-Medium ohne Antibiotikum,
die Präinkubation für 1-2 h bei 37 ◦C auf einem Plattenschüttler, bevor 100 µl der ge-
samten Reaktionslösung auf selektive Agarplatten mit einer Kanamycin- (BP-Reaktion
mit pENTR221), Spectinomycin- (BP-Reaktion mit pENTR223) oder Ampicillinresistenz
(LR-Reaktion) ausgestrichen und 24 h bei 37 ◦C inkubiert wurden. Wurden Escherichia
coli XL1-Blue verwendet, so erfolgte die Reaktion abweichend vom obigen Protokoll mit
50 µl Bakterien, 0,1-50 ng DNA, einem Hitzepuls von 45 s und einer Präinkubation in
500 µl LB-Medium.
2.2.5 Herstellung von Glycerinkulturen
Zur dauerhaften Aufbewahrung der Bakterien nach der Transformation wurden Glyce-
rinkulturen hergestellt (Swift 1921). Hierzu wurden je 5 ml LB-Medium (mit 100 µg/ml
Antibiotikum) mit transformierten Bakterien beimpft und bei 37 ◦C und 200 rpm über
Nacht auf einem Schüttler inkubiert. Es konnten auch 5 ml einer angesetzten Haupt-
kultur verwendet werden. Die Kulturen wurden 15 min bei 4000 rpm zentrifugiert, der
Überstand verworfen, das Pellet in 1 ml LB-Medium mit Glycerin (1:1) resuspendiert
und dann bei -80 ◦C im Gefrierschrank aufbewahrt. Es wurden nur solche Glycerinkul-
turen archiviert, die Kolonien mit einer korrekten Sequenz der Vektoren enthielten.
2.2.6 DNA-Aufreinigung
Nach der Erzeugung der entry- bzw. expression clones und ihrer Transformation in che-
misch kompetente Bakterien erfolgte die Plasmid-DNA-Isolierung. Zur DNA-Aufreini-
gung wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I oder das PureYield Plasmid Maxiprep
System verwendet, je nach Größe der angesetzten Vorkultur. Beide Systeme basieren
auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim u. a. 1979). Das PureYield Plasmid Ma-
xiprep System diente zur Aufreinigung größerer Mengen Plasmid-DNA für die BRET-
Experimente aus Bakterienkulturen von einem Volumen über 100 ml. Für das Miniprep
Kit wurden 3-5 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) (nach der LR-Reaktion) bzw.
Kanamycin (100µg/ml) oder Spectinomycin (100µg/ml) (nach der BP-Reaktion) in einem
15 ml Zentrifugenröhrchen mit dem von der Agarplatte gepickten Klon beimpft und
für 10-20 h bei 37 ◦C und 200 rpm in einem Schüttler inkubiert. Dann wurde die Kultur
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für 15 min bei 4600 rpm und 4 ◦C abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das
Pellet weiterverarbeitet. Für das Maxiprep System wurden 3 ml LB-Medium mit Am-
picillin (100 µg/ml) in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen mit dem von der Agarplatte
gepickten Klon beimpft und 7-9 h bei 37 ◦C und 200 rpm im Schüttler inkubiert. Im
Anschluss wurde für die Hauptkultur 300 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml)
in einem Schüttelkolben (1 l) vorgelegt und dieser mit der Vorkultur beimpft. Inkubiert
wurde bei 37 ◦C und 200 rpm in einem Schüttler für 16-24 h. Dann wurde die Haupt-
kultur bei 10.000 g und 4 ◦C abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet
weiterverarbeitet. Die DNA-Aufreinigung erfolgte entsprechend den Protokollen der
beiden Hersteller, eluiert werden mit dem Miniprep Kit bis zu 25 µg DNA in 50 µl Aqua
bidestillata oder TE-Puffer und mit dem Maxiprep System bis zu 600 µg in 1 ml. Im
Anschluss wurde die DNA-Konzentration am NanoDrop R© ND-1000 UV-Vis bestimmt.
Dieses Fluorospektrometer misst die Extinktion einer DNA-Probe (1µl) für UV-Licht der
Wellenlänge 260 nm. Mit Hilfe eines Umrechnungsfaktors (eine Extinktion von 1,0 bei
einer Wellenlänge von 260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml) kann
die Konzentration der DNA in der Probe berechnet werden. Um eine Verunreinigung
der Probe mit Proteinen oder RNA auszuschließen, wurde zudem die UV-Extinktion für
die Wellenlänge 280 nm bestimmt und der Quotient Q aus den Extinktion E260/E280 ge-
bildet. Für Q = 1,8 kann von einer ausreichenden DNA-Reinheit ausgegangen werden,
liegt Q dagegen unter 1,8, so ist eine Kontamination mit Proteinbestandteilen zu vermu-
ten, während über 1,8 eine Verunreinigung der DNA-Probe mit RNA vorliegt. Im Fall
der Kontamination ist die Probe für die Transfektion eukaryotischer Zellen ungeeignet
und wurde nicht weiterverwendet.
2.2.7 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und Gelelektrophorese
Um nach dem Abschluss der Klonierung der entry clones bzw. der expression clones, der
Hitzeschocktansformation und der Plasmid-DNA-Aufreinigung zu überprüfen, ob die
korrekten Plasmide amplifiziert wurden, wurden die entry clones und die expression clones
in einem Restriktionsverdau analysiert (Roberts 2005). Bakterielle Restriktionsendonu-
kleasen erkennen spezifische dsDNA-Sequenzen und hydrolysieren die Phosphodies-
terbindung zwischen zwei Basen (Danna u. a. 1999). Je nach der Anzahl der vorhandenen
Schnittstellen in einer DNA-Sequenz und der Zahl der eingesetzten Restriktionsendo-
nukleasen entstehen unterschiedlich große DNA-Fragmente. Für die Testung der BRET-
expression clones wurde FastDigestTM SalI (1 FDU /µl) in FastDigestTMGreen Buffer 10x ver-
wendet. Circa 300 ng Plasmid-DNA wurde mit 0,5 µl SalI und Green Buffer in insgesamt
10 µl für 35 min bei 37 ◦C geschnitten. Anschließend wurde der Ansatz in Gel Loading So-
lution zusammen mit einer 1 kb plus DNA Ladder auf ein 0,85% Agarosegel aufgetragen
und für 1 h bei 120 V, 130 mA und 20 W aufgetrennt. Die DNA-Gelelektrophorese trennt
DNA-Moleküle in einem Agarosegel je nach ihrer Ladung und Größe auf, das im Gel
enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoresziert unter Anregung
mit UV-Licht und durch die mitlaufende DNA Ladder als Molekulargewichtsstandard
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konnte die Größe der DNA-Fragmente nach dem Restriktionsverdau abgeschätzt wer-
den. Durch die Auswahl der Restriktionsenzyme in Abhängigkeit von der untersuchten
Plasmid-DNA konnten so charakteristische Bandenmuster erzeugt werden. Eine Foto-
dokumentation erfolgte unter UV-Belichtung.
2.2.8 Zellkultur
In den hier beschriebenen Experimenten wurden HEK-293, HEK-Flp-InTM-293 und COS-
7 Zellen verwendet. Alle Zellkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen an einer
Arbeitsbank mit Laminarströmung statt. Als Nährmedium wurde für COS-7 Zellen
RPMI-Medium verwendet, für HEK-293 Zellen DMEM-Medium. Das Medium und die
antiinfektiösen Zusätze und Antibiotika wurden bei einer Temperatur von 4 ◦C und das
FBS bei -20 ◦C gelagert. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei
37 ◦C und 5% CO2 und das Nährmedium wurde alle 2 d erneuert.
HEK293-Zellen
Die adhärenten HEK293-Zellen wurden in 75 cm2-Zellkulturflaschen oder HYPERFlask R©
Zellkulturflaschen (1720 cm2 Wachstumsfläche) kultiviert und alle 5-7 d bei einer Kon-
fluenz von 80-95% passagiert, allerdings höchstens 20-mal. Das Nährmedium wurde
alle 2-3 d gewechselt. Zur Zellpassagierung wurde zunächst das Kulturmedium ab-
genommen, die Zellen wurden einmal vorsichtig mit PBS gewaschen und durch die
Zugabe von Trypsin-EDTA (1:10 in PBS + 150 µg/ml Pluronic R© F-68) für ca. 7 min bei
37 ◦C im Brutschrank abgelöst. Dies wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die
Inaktivierung des Trypsins erfolgte mit DMEM mit Phenolrot, die Zellen wurden durch
auf- und abpipettieren vermischt und endgültig vom Flaschenboden abgelöst. Die re-
sultierende Zellsuspension wurde in ein Sammelgefäß überführt, die Zellkulturflaschen
anschließend zweimal mit PBS gewaschen und die beiden Waschfraktionen mit der Zell-
suspension vermengt. Die so erhaltene Suspension wurde in 50 ml Zentrifugenröhrchen
verteilt und bei 200 g und RT für 10 min abzentrifugiert. Die Pellets wurden in DMEM
mit Phenolrot resuspendiert und die Zellzahl mit einer Neubauerkammer erhoben. Für
die weitere Kultivierung der HEK293 Zellen wurden die Zellkulturflaschen wieder mit
DMEM mit Phenolrot (+10% FBS + 1% AB) und für ein Passageintervall von 7 d mit
100.000 bzw. 400.000 (HYPERFlask R©) Zellen befüllt.
COS7-Zellen
Die adhärenten COS7-Zellen wurden in 75 cm2-Zellkulturflaschen oder HYPERFlask-
Zellkulturflaschen (1720 cm2 Wachstumsfläche) kultiviert und alle 7 d bei einer Konflu-
enz von 80-95% passagiert, allerdings höchstens 20-mal. Das Nährmedium wurde alle
2-3 d gewechselt. Zur Zellpassage wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen
einmal vorsichtig mit PBS gewaschen und durch die Zugabe von Trypsin-EDTA (1:10 in
PBS + 150 µg/ml Pluronic R© F-68) für ca. 7 min bei 37 ◦C im Brutschrank abgelöst. Dies
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wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgte
mit RPMI-Medium mit Phenolrot, die Zellen wurden durch auf- und abpipettieren ver-
mischt und endgültig vom Flaschenboden abgelöst. Die resultierende Zellsuspension
wurde in ein Sammelgefäß überführt, die Zellkulturflaschen anschließend zweimal mit
PBS gewaschen und die beiden Waschfraktionen mit der Zellsuspension gemischt. Die
so erhaltene Suspension wurde in 50 ml Zentrifugenröhrchen verteilt und bei 200 g und
RT für 10 min abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 20 ml RPMI mit Phenolrot resuspen-
diert und die Zellkonzentration mit einer Neubauerkammer erhoben. Für die weitere
Kultivierung der COS7-Zellen wurde die Zellkulturflasche mit RPMI (+10% FBS + 1%
AB) und für ein Passagierintervall von 7 d mit 100.000 bzw. 400.000 (HYPERFlask R©)
Zellen befüllt.
2.2.9 Transfektion
Transiente Transfektion durch Nukleofektion
Zur transienten Transfektion der COS-7 und der HEK-293 Zellen für die BRET- und
CoIP-Experimente wurde die Nukleofektion verwendet (Martinet u. a. 2003, Trompeter
u. a. 2003). Es handelt sich hierbei um eine Elektroporation, bei der durch kurzzeitige
Spannungsanlage die Zellmembran eukaryotischer Zellen für den DNA-Durchtritt per-
meabiliziert wird. Erreicht die Spannung an den einzelnen Zellen einen kritischen Wert
von 0,4 bis 1 V, so wandeln sich hydrophobe Poren von ca. 0,5 bis 1,0 nm um und wer-
den für einige Sekunden hydrophil, sodass die hydrophile DNA in die Zellen gelangen
kann. Die Nukleofektion wird in einer 96-well-Platte im AMAXATMNucleofectorTM96-
well ShuttleTMSystem durchgeführt. Nur für große Zellmengen, beispielsweise für die
Experimente zur Oberflächenexpression im Western Blot, wurden Einzelküvetten ver-
wendet mit 1.000.000 Zellen pro Transfektion. Für die Transfektion in 96-well-Platten wer-
den 200.000 Zellen pro well (Gesamtmenge pro Platte ca. 23.000.000 Zellen: 200.000/well
x Anzahl der wells x Totvolumen-Faktor 1,2 + Totvolumen) verwendet, die aus der
bereits gezählten Zellsuspension nach dem passagieren der Zellen entnommen wer-
den. Je 200.000 Zellen werden in 20 µl AMAXA Puffer (Gesamtmenge pro Platte: 20
µl/ well x Anzahl der wells x Totvolumen-Faktor 1,2 + Totvolumen) zusammen mit 0,8
µg DNA resuspendiert und dann für COS-7 Zellen mit dem Programm A-024 bzw. für
HEK-293 Zellen mit dem Programm DS-130 transfiziert. Die genaue Zusammensetzung
der hinzugegebenen Plasmid-DNA hängt von der Art des Experiments ab, für BRET-
Interaktionsexperimente werden 0,2 µg Donor-Plasmid-DNA und 0,6 µg Akzeptor-
Plasmid-DNA verwendet und für die Sättigungsexperimente bei einer gleichbleibenden
Gesamtmenge an Plasmid-DNA von 0,2µg entsprechende Akzeptor/Donor-Verhältnisse
von 3:1, 1:1, 1:3, 1:6, 1:12 und 1:18. Jeder Ansatz wird in Duplikaten durchgeführt. An-
schließend wird jedem well nach einer kurzen Ruhezeit von 5 min 80 µl Medium ohne
Phenolrot zugegeben und mit der Multikanalpipette durch vorsichtiges Auf- und Abpi-
pettieren vermischt. Dann werden pro well 80 µl der transfizierten Zellen entnommen,
in eine 96-well-Microtestplatte mit weißem Boden übertragen, in der bereits pro well 120
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µl Medium ohne Phenolrot vorgelegt wurden, und für 18-24 h bei 37 ◦C und 5% CO2
inkubiert, bevor wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben weiter verfahren wird.
Stabile Transfektion
Zur stabilen Transfektion wurden HEK-Flp-InTM-293 Zellen verwendet und die fol-
genden (eine Hygromycin-Resistenz tragenden) Vektoren transfiziert, jeweils in Tri-
plikaten: pEF-FRT/V5-ADRB2-rs1042713, pEF-FRT/V5-ADRB2-rs1072714, pEF-FRT/V5-
ADRB2, pCD001-ORMDL1, pCD001-ORMDL2, pCD001-ORMDL3. Zunächst wurden
pro Transfektion 500.000 HEK-Zellen in einem well einer 6-well-Platte in 1,5 ml DMEM
High Glucose mit 10% FBS und 1% Antibiotikum-Antimikotikum Mischung für 24 h
inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und nach Waschen mit warmem PBS wur-
de 1,5 ml DMEM High Glucose mit 10% FBS und 1% Antibiotikum-Antimikotikum
Mischung hinzugegeben. Die Transfektion erfolgte mit DreamFectTM nach dem Proto-
koll des Herstellers. In 100 µl DMEM ohne FBS und ohne Antibiotikum wurden 8µl
DreamFectTM und in weiteren 100 µl DMEM ohne FBS und ohne Antibiotikum 0,2 µg
Plasmid-DNA und 1,8 µg pOG44 DNA vorbereitet. Das Medium mit DreamFectTM und
das Medium mit der DNA wurden vermischt und 15 min bei RT inkubiert. Danach
wurde je ein Transfektionsgemisch einem well hinzugefügt und die Zellen wurden für
48 h bei 37 ◦C inkubiert. Der pOG44-Vektor führt zur Expression der Flp Recombinase
(Buchholz u. a. 1996), die in Flp-InTMZelllinien an den Flp recombination target Rekombi-
nationsstellen den Einbau eines Gens beispielsweise aus pEF-FRT-Vektoren ermöglicht
und somit die Etablierung von Zelllinien, die das gewünschte Gen stabil exprimieren.
pOG44 trägt keine Antibiotikumresistenz, sodass in der weiteren Kultivierung der stabil
transfizierten Zelllinie der pOG44-Vektor verloren geht. Eine untransfizierte Probe wur-
de als Kontrolle mitgeführt. In der Folge wurde das Wachstum beobachtet und 2-mal in
der Woche Medium gewechselt, wobei frühestens nach 2 d Medium mit 1% Hygromycin
verwendet wurde. Nach 2 Wochen wurden unter dem Mikroskop jeweils 3 Klone pro
Vektor ausgewählt und in eine neue 6-well-Platte übertragen. Nach weiteren 2 d wurde
dann zur Selektion bei jedem Mediumwechsel 100 µl Hydromycin in 50 ml Medium
hinzugefügt und nach 10 d konnten die Zellen in Flaschen weiter passagiert werden.
Die einzelnen Proben wurden aufbereitet und mittels Antikörper und Western Blot auf
die Expression der Konstrukte getestet. Solche Klone, die die Konstrukte exprimierten,
wurden weiter kultiviert. Zudem wurden jeweils 2 Millionen Zellen in einer Lösung aus
50% FCS, 3% DMSO, 47% LB-Medium bei -80 ◦C eingefroren.
2.2.10 Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET)
BRET Prinzip
Zur Untersuchung der in dieser Arbeit dargestellten PPI wurde eine auf dem Biolumi-
neszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET) beruhende Methode verwendet. Das Prinzip
der Klonierung der hierfür verwendeten DNA-Konstrukte wurde in Abschnitt 2.1.9
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dargestellt, die verwendeten DNA-Sequenzen finden sich in Abschnitt 2.1.9. In dieser
Arbeit wird die BRET1-Variante (Y. Xu u. a. 1999) genutzt unter der Verwendung der
Coelenterazin (CTZ)-Variante ViviRenTM. ViviRenTM Live Cell Substrate wird erst intra-
zellulär durch zelleigene Esterasen der Luciferase zugänglich gemacht (Kimura u. a.
2010) und ermöglicht so die Beschränkung der BRET-Signale auf lebende Zellen. Zu-
dem bietet BRET1 unter der Verwendung von ViviRenTMdie beste Quantenausbeute. Als
Donorprotein wurde die humanisierte Variante der Renilla Luciferase hRluc verwendet,
als Akzeptor die Venus-Variante (Nagai u. a. 2002, Hamdan u. a. 2005) des YFP. Die zu
untersuchenden Proteine müssen hierzu zunächst genetisch mit den Donor- bzw. Akzep-
torproteinen verbunden werden. Alle potenziellen Interaktionspartner wurden daher
in die beschriebenen expression clones eingefügt, sodass für jedes Protein 4 verschiedene
zu Verfügung stehen, die zur Expression folgender Proteinvarianten führen: N-terminal
durch hRluc- bzw. Venus-Tag markierte Proteine und C-terminal durch hRluc- bzw.
Venus-Tag markierte Proteine.
BRET Interaktionsexperimente
Die BRET-Interaktionsexperimente dienen dazu, eine mögliche Interaktion zweier Pro-
teine zu untersuchen. Für jedes Proteinpaar werden 8 Experimente mit den folgenden
Kombinationen an Expressionsvektoren durchgeführt: Aufgrund der geringen maxi-
Abbildung 2.4: Markerkombinationen der BRET-Paare (A) Jedes untersuchte Protein ist N-
bzw. C-terminal mit hRluc bzw. Venus markiert (B) Matrix für alle Markerkombination pro
Proteinpaar. Es ergeben sich je 8 BRET-Experimente (Abbildung nach Gersting u. a. 2012).
malen Distanz (10 nm) des Biolumineszenz-Resonanzenergietransfers kann schon die
unterschiedliche räumliche Orientierung der Akzeptor- und Donortags dazu führen,
dass PPI falsch negativ bestimmt werden. Die Untersuchung aller 8 möglichen Tag-
Kombination (Markerkombinationen) pro PPI erhöht die Sensitivität deutlich (Gersting
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u. a. 2012). So konnte durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Rate der
richtig positiven Interaktionen bei der Verwendung einer jeweils N-terminal markierten
Proteinpaares nur bei ca. 34% liegt, während die Verwendung aller 8 möglichen Kom-
binationen zu einer Rate von 58% führt (innerhalb des zusätzlich verbesserten iBRET-
Algorithmus). Für die Untersuchung von Homooligomeren ergeben sich nur 4 mögliche
Kombinationen. Für jedes einzelne Experiment wurden COS-7 Zellen mit einem 1 µg
DNA transfiziert, bei einem Akzeptor/Donor-Verhältnis von 3:1, wie in Abschnitt 2.2.10
im Folgenden genauer beschrieben. Die BRET-Ratio wurde berechnet als
R = IA/ID − C f
mit IA = Intensität der Lichtemission bei 535 nm (Akzeptor), ID = Intensität der Lich-
temission bei 475 nm (Donor) und C f = Korrekturfaktor = BRETcontrol/Rluccontrol. Durch
das breite Emissionsspektrums von hRluc, das auch im Fall einer negativen Interaktion
zu einem detektierbaren Signal bei 535 nm und somit einer BRET-Ratio führt, ist die
Nutzung von Negativkontrollen auf jeder 96-well-Platte notwendig. Die Negativkon-
trolle, das Rluccontrol-Konstrukt, wurde durch die Expression eines Donorfusionsprote-
ins ohne gleichzeitige Expression eines Akzeptorproteins umgesetzt, hier wurde der
pDEST-PEX19-hRluc Vektor verwendet im Verhältnis 1:3 mit dem pcDNA3.1-PAH Vek-
tor bei gleicher Gesamtmenge an DNA im well wie für die Interaktionsexperimente. Als
Positivkontrolle diente die Transfektion mit dem pDEST Venus-hRluc-Fusionsvektor
als BRETcontrol-Konstrukt. Als dritte Kontrollbedingung diente ein well, in dem vor der
Transfektion keine Desoxyribonukleinsäure (DNA) zugegeben wurde. Für die Beurtei-
lung der Interaktionsexperimente ist eine möglichst korrekte Identifikation der positiven
und negativen Interaktionen notwendig. Sowohl die Rate der falsch-positiv wie auch
der falsch-negativ bestimmten Interaktionen muss minimiert werden. Dies bedeutet,
dass eine möglichst große Zahl an positiven Interaktionen tatsächlich als positiv er-
kannt werden muss (möglichst hohe Sensitivität) bei gleichzeitiger Minimierung der
fälschlich als positiv erkannten negativen Interaktionen (möglichst hohe Spezifität). Die
optimalen Schwellenwerte zur Bewertung positiver und negativer Interaktionen wur-
den an einem Referenzdatensatz experimentell etabliert. Diese Experimente erfolgten
in der Arbeitsgruppe Molekulare Pädiatrie, waren jedoch nicht Teil dieser Dissertation. Die
experimentelle Etablierung der Schwellenwerte wird jedoch im Folgenden zum bes-
seren Verständnis der Methode geschildert. Dieser Referenzdatensatz bestand aus 61
bekannten positiven PPI-Paaren (Positiver Referenzdatensatz, PRS) und 60 zufällig aus
allen verfügbaren Proteinen gezogenen Paaren (Zufälliger Referenzdatensatz, random
reference set, RRS), für die in entsprechend der Literaturrecherche keine PPI bekannt
waren (Tabelle 5.1). Die 61 bekannten, positiven Interaktionen wurden aus Interaktions-
datenbanken wie BIOGRID und ensembl ausgewählt und entsprechend der Qualität der
experimentellen Evidenz der positiven PPI gewichtet (Cusick u. a. 2009). Da eine Aus-
wahl negativer Interaktionen aus der Literatur nicht möglich ist, wurde eine zufällige
Auswahl von 60 Proteinpaaren aus unserer cDNA-Datenbank gezogen, die das gleiche
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Abbildung 2.5: Emissionsspektren von hRluc und dem Fusionskonstrukt Venus-hRluc. Auf-
grund der spektralen Überlappung der Lumineszenz-Emissionen von hRluc (485 nm) und Venus
(535 nm) kommt es zum Durchbluten der Donor-Emission im Detektionskanal der Akzeptor-
Emission. (Abbildung nach Gersting u. a. 2012)
subzelluläre Verteilungsmuster wie das PRS aufweisen, allerdings unter Ausschluss be-
reits in der Literatur belegter positiver Proteinpaare. Da positive Interaktionen innerhalb
des RRS unwahrscheinlich sind und in Ermangelung eines Goldstandards für die Aus-
wahl negativer Interaktionen handelt es sich um ein allgemein akzeptiertes Vorgehen
zur Etablierung einer negativen Referenzauswahl (Braun u. a. 2008). Die Schwellen-
werte für das Luciferasesignal sowie der BRET-Ratio wurden anhand von PRS und
RRS trainiert und validiert in einem supervidierten Ansatz. Dafür wurde zunächst das
niedrigste mögliche Luciferasesignal so bestimmt, dass die Anzahl der Interaktionen
aus dem PRS mit einer höheren BRET-Ratio als irgendein Proteinpaar aus dem RRS
maximal war. Der obere Schwellenwert wurde dann festgelegt als Mitte der höchs-
ten BRET-Ratio einer negativen Interaktion und der nächsthöheren BRET-Ratio einer
positiven Interaktion. Der untere Schwellenwert wurde danach so determiniert, dass
die Fraktion der positiven Interaktionen (aus dem PRS) über dem unteren Schwellen-
wert maximiert wurde. Über eine 10-fache Kreuzvalidierung mit 100 Wiederholungen
wurden die Schwellenwerte als Median sowie die Gütekriterien des hier vorgestellten
BRET-Protokolls für Interaktionsexperimente bestimmt (Cusick u. a. 2009, Venkatesan
u. a. 2009). Für diese Kreuzvalidierung wurden der PRS und der RRS zufällig in 10
Gruppen geteilt, von denen eine Gruppe zur Testung und die jeweils anderen 9 Grup-
pen zum Training verwendet wurden. Die falsch positiven (FP), die richtig positiven
(true positive, TP), die falsch negativen (FN) und die richtig negativen (TN) sowie die
positiven und negativen Interaktionen im Graubereich (PA und NA) und die positi-
ven und negativen Interaktionen, bei denen alle 8 Messkombinationen unterhalb des
Luciferaseschwellenwerts liegen (PI und NI), wurden für jede Kreuzvalidierung be-
rechnet und über alle Wiederholungen gemittelt. Unter Verwendung des dargestellten
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Algorithmus wurden die folgenden Güteparameter für BRET-Interaktionsexperimente
in unserem Labor ermittelt (Stand 20.10.2009, anwendbar auf alle im folgenden darge-
stellten BRET-Interaktionsexperimente bei unverändertem BRET-Protokoll): TP: 30,17
(49,46%); FN: 29,72 (48,72%); TN: 56,67 (94,45%); FP:2,15 (3,58%); PA: 1,11 (1,82%); NA:
1,18 (1,97%); PI: 0,0 (0,0%); NI: 0,0 (0,0%); PPV: 93,35%; TPR: 49,46%; FPR:3,58%; PAR:
48,47%. Zusammenfassend lassen sich mit der in dieser Arbeit angewandten BRET-
Methodik nur die Hälfte aller vermutlich vorliegenden Interaktionen nachweisen (TP
49,46%) bei einem allerdings hohen positiv prädiktiven Wert (PPV) von 93,35% unter der
Voraussetzung, dass der mediane untere Schwellenwert nach Kreuzvalidierung (median
lower threshold across cross-validations, LT) bei 0,0859 gesetzt wird, der mediane oberen
Schwellenwert nach Kreuzvalidierung (median upper threshold across cross-validations, UT)
bei 0,0915 und der mediane Luciferase-Schwellenwert nach Kreuzvalidierung (median
luciferase signal cutoff across cross-validations, CO) bei 15618,0 RLU. Entsprechend werden
die BRET-Ratios einer PPI als positiv gewertet, wenn sie bei mindestens 0,0915 liegen.
Unterhalb des unteren Schwellenwerts von 0,0859 werden PPI als negativ bewertet. Der
Bereich zwischen den beiden Schwellenwerten wird als Graubereich angesehen und
macht die weitere Untersuchung der PPI in einem Sättigungsexperiment notwendig zur
weitern Differenzierung. Eine PPI wird als gegeben angenommen, wenn die BRET-Ratio
für mindestens eine der 8 Kombinationen über dem oberen Schwellenwert (UT) liegt.
Diese Interaktionen sind in den Tabellen des Ergebnisteils grün hinterlegt. Eine Interak-
tion wird nur dann als negativ angesehen, wenn alle 8 Kombination unter dem unteren
Schwellenwert (LT) liegen. Diese Interaktionen sind in den Tabellen des Ergebnisteils
rot hinterlegt. Wenn mindestens eine der gemessen Kombinationen eine BRET-Ratio
innerhalb des Graubereichs aufweist, während die anderen Kombinationen unterhalb
des unteren Schwellenwerts (LT) liegen, so erfolgt die weitere Differenzierung mittels
BRET-Sättigungskurven (Gersting u. a. 2012).
BRET-Sättigungsexperimente
Die BRET-Sättigungsexperimente dienen (1) der Überprüfung von Interaktionen, die
in den Interaktionsexperimenten im methodenspezifischen Graubereich (Gersting u. a.
2012) lagen, (2) der Bestimmung möglicher Konformationsunterschiede sowie (3) der
Bestimmung der Bindungsaffinität zweier Proteine (J. R. James u. a. 2006). Für jede Inter-
aktion wurden Zellen wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben transfiziert mit 1 µg DNA in
verschiedenen Donor/Akzeptor-Verhältnissen: 6:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:6, 1:12, 1:18 (Hamdan
u. a. 2006, Mercier 2002, Oner u. a. 2010). Die BRET-Ratio wurde für jedes Experiment
(wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben) und jedes DNA-Verhältnis berechnet. Die sequen-
tielle Erhöhung des Verhältnisses von Akzeptor (Venus) zu Donor (hRluc) ergibt für
spezifische Interaktionen eine hyperbole Kurve für die BRET-Ratios mit Bmax als Plateau,
wenn alle Donorproteine mit einem Akzeptor gesättigt sind. Im Gegensatz hierzu ergibt
sich für den Fall eines unspezifischen, zufälligen Aufeinandertreffens der beiden Prote-
ine (bystander BRET), die den Donor bzw. Akzeptor tragen, eine fast lineare Zunahme
der BRET-Ratio ohne das Erreichen eines Plateaus, wodurch die Sättigungsexperimente
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Abbildung 2.6: BRET-Sättigungsexperimente: Die Zellen werden mit einem zunehmenden
Akzeptor/Donor-Verhältnis transfiziert. Gezeigt sind hier Beispieldaten für (A) FYN + CD2
(positive Interaktion) und (B) PEX11A + COPS5 (negative Interaktion). R2 und das Akaike Infor-
mationskriterium (AIC) zeigen die Anpassungsgüte an. Eine nicht-lineare hyperbolische Form
der BRET-Ratio ist hinweisend auf eine spezifische Interaktion, während eine lineare Zunahme
der BRET-Ratio durch zufällige Kollisionen der Proteine (bystander BRET) verursacht wird.
sich zur Differenzierung zwischen positiven und falsch positiven Interaktionen eignen
(Abbildung 2.6, J. R. James u. a. 2006, Mercier 2002). Für hyperbole Kurvenverläufe
lässt sich neben der Bmax als maximale BRET-Ratio auch die Dissoziationskonstante KD
= BRET50 als das Donor/Akzeptor-Verhältnis, bei dem die halbmaximale Bmax erreicht
wird, bestimmen.
BRET Protokoll
COS-7 oder HEK-293 Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80-95% kultiviert.
Die DNA wurde in 12-well PCR-Ketten vorgelegt, jeweils für ein Duplikat pro well. Die
Gesamtzahl der verwendeten wells der 96-well-Platte kann wie folgt berechnet werden:
n ∗ 8 ∗ 2 + 9 (n = Anzahl der zu testenden Proteinpaare, 8 = Anzahl der Akzeptor-Donor-
Kombinationen, 2 = Duplikate pro Proteinpaar und Kombination, +9 = Kontrollexpe-
rimente pro 96-well-Platte). Die Zellen wurden transfiziert (siehe 2.2.9) und für 24 h
inkubiert. Danach wurde das Medium aus den wells entfernt, die wells zweimal mit je
200 µl PBS pro well gewaschen, 30 µl auf 37 ◦C vorgewärmtes Medium ohne Phenolrot
pro well hinzugefügt und die Platte im 96-well Mikroplatten Luminometer LUMIstar
OPTIMA gemessen. Das Gerät ist mit zwei Filtern für die Detektion der hRluc-Emission
(475 nm ± 30 nm) sowie der Venus-Emission (535 nm ± 30 nm) ausgestattet. Zuvor wur-
de die Expression der Venus-Konstrukte unter dem Fluoreszenzmikroskop vor jeder
Lumineszenzmessung verifiziert. Zeitgleich wurde das Substrat für die BRET-Messung
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vorbereitet, indem ViviRenTM(Zielkonzentration 60 µM) in einer Verdünnung von 1:700
mit Medium ohne Phenolrot gemischt wurde. Diese Verdünnung wurde maximal 24
h verwendet. Jedem well der 96-well-Platte wurden durch eine Pumpe im LUMIstar
OPTIMA 70 µl Substrat zugesetzt, sodass ViviRenTMschließlich in einer Konzentration
von 1:1000 zum Zeitpunkt der BRET-Messung vorlag. Die Messung der einzelnen wells
erfolgte jeweils 2 min nach der Injektion von CTZ, um die Diffusion des lipophilen Sub-
strat in die Zelle, die Aktivierung durch Spaltung der Esterbindung und die Bindung
an hRluc zu ermöglichen. Die Lichtemission wurde pro well für 10 s gemessen, wobei
die Detektion der Lumineszenz bei 475 nm (hRluc-Signal) und der Fluoreszenz bei 535
nm (Venus-Signal) über je 1 s im Wechsel erfolgte.
BRET mit Medikamentenzugabe
Um BRET-Sättigungsexperimente mit ORMDL und mit dem β2-AR unter dem Einfluss
von β-Sympathomimetika durchzuführen, wurden die Humane embryonale Nierenzel-
len 293 (HEK-293) Zellen vor der Fluoreszenzmessung mit den folgenden Medikamen-
tenkonzentrationen inkubiert: Salmeterol 0,2 µM, Salbutamol 1,25 µM, Isoproterenol 1,0
µM bzw. Clenbuterol 0,5µM. Die Injektion von β-Sympathomimetikum und dem hRluc
Substrat Coelenterazin erfolgte sequentiell, sodass Salbutamol, Clenbuterol und Isopro-
terenol (Wirkbeginn nach ca. 2-5 min (Johnson 1990)) jeweils 15 min und Salmeterol
(Wirkbeginn nach ca. 30 min (Johnson 1990)) 60 min vor der BRET-Messung zugegeben
wurden.
2.2.11 Koimmunpräzipitation (Co-IP)
Auch die Koimmunpräzipitation (Co-IP) wird zum Nachweis von PPI verwendet. Diese
biochemische Methode nutzt Antikörper, um ein bestimmtes Antigen aus einer Zelllö-
sung zu isolieren (pulldown-assay) und nachfolgend durch Zugabe eines weiteren Anti-
körpers oder auch durch andere Methoden wie beispielsweise die Massenspektrometrie
weitere im pulldown-assay enthaltene Proteine zu identifizieren, die über ihre Bindung
an Antigen-tragende Proteine mit herausgezogen wurden (Bjorck u. a. 1984, Kaboord
u. a. 2008). Hierzu wurden in dieser Arbeit COS-7 Zellen transfiziert (siehe 2.2.9) mit
den zu untersuchenden Interaktionspartnern, welche C-terminal entweder ein HA-Tag
oder einen V5-Tag tragen. Die Zellen wurden nach 48 h Wachstum lysiert durch Soni-
fikation auf Eis für zweimal 15 s, eine nachfolgende Zentrifugation mit 1000 g über 10
min, eine Zentrifugation des Überstands bei 20.000 g für 25 min und eine Resuspen-
sion des Pellets in Koimmunpräzipitation (Co-Immunoprecipitation) (Co-IP)-Lysepuffer.
Dann wurden 200 µl Zelllysat mit 2,5 µl des Ratten Anti-Hämagglutinin Antikörpers
(Anti-HA) (1:48 Verdünnung) und 50 µl µMac Beads (1:7 Verdünnung) für 30 min auf Eis
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die µMac-Säulen (pro Interaktionskombination
eine Säule) durch das Waschen mit 200 µl Co-IP-Lysepuffer vorbereitet, der Durchlauf
wurde verworfen. Die präequilibriertenµMac-Säulen wurden mit dem Zelllysat geladen
und zweimal mit 200 µl Co-IP-Lysepuffer gewaschen. Diese Waschfraktionen wurden
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für die weitere Analyse aufgefangen. Jede Säule wurde anschließend zweimal mit 200
µl PBS und einmal mit 100 µl Co-IP-Low-Salt-Puffer gewaschen. Nun wurden 20 µl eines
auf 95 ◦C erhitzten Lithiumlaurylsulfat (LDS) Ladepuffers auf jede Säule aufgetragen
und 5 min bei RT inkubiert, dann weitere 50 µl des vorgewärmten LDS Puffers aufgetra-
gen und der Durchlauf von ca. 45 µl in einem Eppendorfgefäß aufgefangen. Schließlich
wurden den 45 µl Lysat 14,4 µl NuPAGETMSample Buffer (4x) zugesetzt und die Co-IP-
Probe kurz bei 95 ◦C verkocht. Die Proteine wurden durch eine Gelelektrophorese in
einem NuPAGETMBis-Tris Midi Gel 4-12% bei 200 V für 90 min getrennt, hierzu wur-
den 10-15 µl der Co-IP-Probe aufgetragen. Im nächsten Schritt wurden die Proteine im
Halbtrockenverfahren in einer Dunkelkammer 75 min auf eine Nitrocellulosemembran
geblotted und für eine Nacht in 5% Milch mit 0,1% TBS-Tween und 0,1% BSA geblockt.
Die geblockten Membranen wurden dann für 1 h mit dem ersten Antikörper (je nach
transfiziertem Marker) in 5% Milch bei RT inkubiert, dann 3-5 min mit TBS-Tween
gewaschen, mit dem HRP-konjugierten zweiten Antikörper für wiederum 1 h in 10%
Milch inkubiert und noch einmal 3-5 min in TBS-Tween gewaschen. Die Blots wurden
visualisiert mit SuperSignal West Femto Substrate, aufgenommen mit einem DIANA III
Bildgebungssystem und korrigiert und quantifiziert mittels Aida Image Analyse Software
v.4.04.
2.2.12 In-Cell/On-Cell ELISA
Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikörperbasierter Immunassay.
Über die Bindung an einen Ziel-spezifischen Antikörpers wird die Zielstruktur (hier ein
Protein) an eine Oberfläche gebunden. In einem nächsten Schritt bindet ein sekun-
därer Antikörper an den primären Antikörper. Dieser sekundäre Antikörper ermög-
licht, beispielsweise durch die Kopplung mit der Meerrettichperoxidase (Horseradish
peroxidase, HRP), eine enzymatische Quantifizierung der Proteinmenge über ein Farb-
stoffsubstrat (Engvall u. a. 1971, van Weemen u. a. 1971). Über die Durchführung des
Immunassays mit permeabilisierten und unpermeabilisierten Zellen kann ein Verhält-
nis von Oberflächen- zu Gesamtexpression eines Proteins ermittelt werden (Bishop u. a.
1992, Lourenco u. a. 2010). Die On-Cell/In-Cell ELISA Experimente wurden mit transient
transfizierten HEK-293 Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.9
beschrieben transfiziert, allerdings wurden pro well 400.000 Zellen und 0,6 µg DNA
verwendet. Nach der Transfektion wurden die Zellen in DMEM resuspendiert, aus ei-
nem well der Nukleofektionsplatte wurden zweimal je 45 µl entnommen und auf zwei
wells einer 96-well Zellkulturplatte mit klarem und flachem Boden aufgeteilt, um für
den In-Cell und den On-Cell ELISA jeweils Zellen der gleichen Transfektionsreaktion
zu nutzen. Die Zellen wurden für 48 h bei 37 ◦C und 5% CO2 inkubiert, dann zwei-
mal vorsichtig mit PBS gewaschen, mit 100µl 3,7% Formaldehyd in PBS für 15 min
fixiert und erneut zweimal mit PBS gewaschen. Während die On-Cell ELISA Proben
so belassen wurden, wurden die In-Cell ELISA Proben zusätzlich wie folgt behandelt:
die Zellen wurden mit 100 µl/well 0,1% Triton X100 in PBS für 15 min permeabilisiert,
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mit PBS gewaschen, mit 100 µl Quenching-Lösung für 20 min versetzt und nochmals
mit PBS gewaschen. Dann wurden sowohl die In-Cell als auch On-cell ELISA Proben
gemeinsam verarbeitet, indem zunächst unspezifische Antikörperbindungen mit 100
µl 1% BSA in PBS pro well für 30 min geblockt, danach die Proben mit dem primären
Antikörper versetzt (100 µl Maus Anti-hRluc 1:10.000 in 1% BSA in PBS) und für 10-12
h inkubiert wurden. Nach erneutem 3-maligen Waschen mit 100 µl TBS-Tween wurde
der sekundäre Antikörper (100 µl Anti-Maus HRP-konjugiert, 1:5.000 in TBS-Tween) für
30 min hinzugegeben, danach 3-mal mit TBS-Tween gewaschen, bevor 100 µl des TMB
Substrats für 10 min zugegeben wurden. Nach Zugabe der TMB Stop Solution wurde 15
min später bei 450 nm die Absorption gemessen. Mit destilliertem Wasser wurde die
TMB Stop Solution ausgewaschen und dann 100 µl Janus Green für 5 min zugegeben.
Janus Green als Azofarbstoff dient über Mitochondrienanfärbung der Quantifizierung
der Zellzahl (Cooperstein u. a. 1953) und damit der Standardisierung der Zellmengen
zwischen den Bedingungen. Schließlich wurde mit Wasser gewaschen, für 10 min 100
µl Elutionspuffer zugegeben und abschließend bei 615 nm nochmals die Absorption
gemessen. Als Kontrollen wurden gleichartig behandelte nicht-transfizierte Zellen mit-
gezogen und außerdem sowohl nicht-transfizierte als auch transfizierte Zellen nur mit
dem zweiten Antikörper inkubiert.
2.2.13 Statistische Analyse
Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism 5 Software. Signifikanz




3.1 Die Erweiterung des ORMDL-Interaktoms
Zum Zeitpunkt der Entdeckung des Zusammenhangs von kindlichem Asthma und ei-
nem SNP in der Promotorregion von ORDML3 (Moffatt u. a. 2007) waren die zellulären
Funktionen von ORMDL3 noch unklar, keine funktionellen Domänen in ORMDL3 be-
kannt und nur eine einzige PPI für ORMDL3 identifiziert worden. Die Analyse von
PPI kann jedoch von zentraler Bedeutung für das Verständnis zellulärer Prozesse sein,
da eine Vielzahl von Proteinen ihre Funktionen innerhalb größerer Proteinkomplexe
ausüben und die Mehrzahl aller Proteine ihre Funktionen nur durch das Zusammen-
wirken mit anderen Proteinen ausführen können. Proteine, deren Funktionen bisher
unbekannt sind, können über den Nachweis von Interaktionen mit anderen Proteinen,
deren Funktionen wiederum bekannt sind, möglichen Signalprozessen, Stoffwechsel-
wegen, subzellulären Funktionen und Erkrankungen zugeordnet werden (Vidal 2016).
Entsprechend der disease module hypothesis (Barabási u. a. 2011, Menche u. a. 2015) ist
zudem eine Häufung von Proteinen, die für eine Erkrankung relevant sind, innerhalb
einer gemeinsamen Unterregion des Interaktoms zu erwarten. Daher erfolgte im ersten
Teil dieser Arbeit die Erweiterung des humanen ORDML-Interaktoms.
3.1.1 Literaturrecherche zum ORM-Interaktom
Ein erster Schritt in der Untersuchung der PPI von ORMDL war die Übertragung von
bekannten Interaktionen aus dem Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae auf den
Menschen. Dazu wurden zunächst biologische Datenbanken für PPI durchsucht. Im Mai
2009 waren in den Datenbanken BIOGRID (Stark u. a. 2006), STRING (Szklarczyk u. a.
2015), MIPS (Mewes u. a. 2011) und BIND (Bader 2003) insgesamt 43 PPI für ORM1 und
ORM2 bekannt, dazu kamen noch 153 genetische Interaktionen. Aus dem Homo sapiens
Interaktom war zu diesem Zeitpunkt für ORMDL3 eine einzige Interaktion mit dem Pro-
tein EEF1A1 bekannt. Für ORMDL1 und ORMDL2 fanden sich keine bekannten Inter-
aktionspartner. Zu diesen 43 bekannten Interaktionspartnern in Saccharomyces cerevisiae
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wurden in den Datenbanken Homologene (https : //www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene)
und ensembl (Aken u. a. 2016) über ihren BLAST-Score (Altschul u. a. 1990) die entspre-
chenden menschlichen Homologe identifiziert. Für ATG1, CCW12, DFG5, ISC1, EMC5,
PEX29, PHO88, PTK2, MSC7, NDC1, SHR3, SLT2, SOP4, SPC1, SPC2, SSH1, SUR2,
SWP1, TOS3, UIP3, USA1, VHS3, PKP2 und YNL190W konnten keine humanen Homo-
loge gefunden werden. Es ließen sich somit neben den ORMDL-Proteinen nur für 17
weitere der 42 Interaktionspartner homologe Gene identifizieren.








Tabelle 3.1: ORMDL Interaktom: Humane Homologe mit BLAST-Score der ORM-
Interaktionspartner in Saccharomyces cerevisiae
Unter den 17 identifizierten homologen Proteinen fanden sich vierzehn Membran-
proteine, darunter sieben single-pass und vier multi-pass Membranproteine. 11 dieser
Membranproteine sind in der ER-Membran lokalisiert. 6 Proteine sind an der Fettsäure-
und Cholesterinbiosynthese beteiligt, 6 weitere Proteine am intrazellulären Vesikel-
trafficking, 2 an der Regulation der ER-Stressreaktion und 2 an der Modifizierung
von GPCR-Signalkaskade und dem GPCR-Trafficking. TMED10 ist zudem Teil des γ-
Sekretase-Komplexes.
Von den 17 identifizierten Homologen waren nur 6 bei öffentlich zugänglichen
cDNA-Repositorien wie beispielsweise PlasmID oder MGC erhältlich. Hierbei handelte
es sich um DDOST, NSDHL, MSMO1, CYP51A1, CSNK1G2 und SUMO1 (Tabelle 3.1).
Die drei menschlichen Homologe der ORM-Proteinfamilie ORMDL1, ORMDL2 und
ORMDL3, waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden. Die entsprechenden Gene
wurden bei PlasmID bestellt und in Gateway-Vektoren kloniert, um sie einer Unter-
suchung mittels BRET zugänglich zu machen. Parallel zum Verlauf der im Folgenden
dargestellten Experimente hat sich das bekannte ORM-Interaktom beträchtlich erwei-
tert, für ORM1 sind nun 19, für ORM2 schon 61 PPI bekannt, sowie 327 genetische
Interaktionen für ORM2 und 47 genetische Interaktionen für ORM1 (Stand Februar
2017, BIOGRID). In Homo sapiens ist die Zahl an bekannten Interaktionen allerdings
weiterhin begrenzt, hier finden sich nun 6 (APP, EEF1A1, ELAVL1, LNX1, SPTLC1,
TCTN3) beschriebene PPI für ORMDL3, 2 (APP, CREB3)für ORMDL1 und 3 (GPR183,
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SLC39A4, TCTN3) für ORMDL2. Genetische Interaktionen sind für ORMDL bisher nicht
beschrieben worden.
3.1.2 Nachweis der Homo- und Heterooligomerisierung von ORMDL
mittels Koimmunpräzipitation
Da in Saccharomyces cerevisiae bereits eine Interaktion zwischen den ORMDL-Homologen
ORM1 und ORM2 bekannt war, wurde zunächst die Homo- und Heteroligomerisierung
der 3 humanen ORMDL-Proteine untersucht. Auch ließen die gemeinsame subzelluläre
Lokalisation in der Endoplasmatisches Reticulum (ER)-Membran, die große Sequenz-
homologie von 80 % bis 84 % (Hjelmqvist u. a. 2002) zwischen ORMDL1, ORMDL2
und ORDML3 und die möglichen ähnlichen Funktionen der drei Proteine (Hjelmqvist
u. a. 2002) eine Homo- bzw. Heterooligomerisierung im ER möglich erscheinen. Zur
Untersuchung der PPI diente die Methode der Co-IP. Jeweils 6 Millionen kotransfizierte
COS-7-Zellen pro Kombination wurden verwendet. Untersucht wurden die Fusions-
konstrukte ORMDL1-HA mit ORMDL1-V5, ORMDL2-HA mit ORMDL2-V5, ORMDL3-
HA mit ORMDL3-V5, ORMDL1-HA mit ORMDL2-V5, ORMDL1-HA mit ORMDL3-V5
und ORMDL2-HA mit ORMDL3-V5 sowie die folgenden Kombinationen zur Kontrolle:
ORMDL2-HA mit PAH-V5, ORMDL1-HA mit PAH-V5 und ORMDL3-HA mit PAH-V5.
Für die Immunpräzipitation wurden der Ratten-Anti-HA-IgG Antikörper (Verdünnung
1:48) und µMac Beads (Verdünnung 1:7) verwendet. Zur Detektion wurden als pri-
märer Antikörper Maus-Anti-V5-IgG (Verdünnung 1:5000) und als sekundärer Antikör-
per Ziegen-Anti-Maus-IgG-HRP (Verdünnung 1:10000) verwendet (Abschnitt 2.2.11).
Mittels Co-IP ließ sich zeigen, dass alle ORMDL-Proteine Oligomere bilden. Abbildung
3.1 zeigt in Teil A die Homooligomerisierung und in Teil B die Heterooligomerisierung
für alle Kombinationsmöglichkeiten von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3. Es fand
sich jeweils eine kräftige Bande im Eluat. Die schwachen Banden im Durchfluss erklä-
ren sich durch die Präzipitation der ORMDL-Proteine an den Beads, wodurch ORMDL
nur zu einem geringen Anteil in den folgenden Waschschritten in den Überstand über-
ging. Es lässt sich hieraus ableiten, dass alle ORMDL-Proteine miteinander in der Form
von Homo- und Heterooligomeren interagieren. Abbildung 3.1Teil C zeigt die zugleich
durchgeführten Kontrollbedindungen des Experiments. Bei fehlender Interaktion mit
der Negativkontrolle Phenylalaninhydroxylase (PAH) war ORMDL nur im Durchfluss
nachweisbar und nicht im Eluat. Somit war ORMDL nicht durch PAH präzipitiert wor-
den und es ergab sich, wie erwartet, weder ein Anhalt für eine Interaktion von ORMDL1,
ORMDL2 oder ORMDL3 mit PAH noch ein Hinweis auf eine falsch-positive Reaktion.
3.1.3 Bestätigung der Homo- und Heterooligomerisierung von ORMDL
mittels BRET
Zur Überprüfung der Ergebnisse aus der Co-IP wurden nachfolgend BRET-Experi-
mente durchgeführt (Abschnitt 2.2.10), und zwar als Interaktionsexperimente und Sät-
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Abbildung 3.1: Co-IP der (A) Homooligomerisierung und (B) Heterooligomerisierung der
ORMDL-Proteine sowie der Kontrollbedingung mit PAH (C). Es wurden ORMDL-Proteine, die
ein C-terminales HA-Tag bzw. ein V5-Tag tragen, präzipitiert mit einem Anti-HA-Antikörper
(IP) und detektiert mit einem Anti-V5-Antikörper (IB). Darstellung der nachweisbaren Banden
im Eluat für (A) eine Homooligomerisierung von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 und (B)
eine Heterooligomerisierung von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 sowie der nachweisbaren
Banden im Durchfluss für (C) PAH mit ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3.
tigungsexperimente in COS-7-Zellen. Für die Interaktionsexperimente wurden alle 8
möglichen Tag-Kombinationen getestet, um die PPI zu bestätigen. In den Sättigungs-
experimenten, die in der Tag-Kombination durchgeführt wurden, die zuvor in den In-
teraktionsexperimenten die höchste BRET-Ratio gezeigt hatte, kann hingegen die Qua-
lität einer möglichen PPI beurteilt werden. Gezeigt werden im Folgenden jeweils die
Mittelwerte für vier unabhängige Experimente. In den Interaktionsexperimenten mit
festem Akzeptor/Donor-Verhältnis von 1:3 lag die BRET-Ratio für alle Kombinationen
an Homo- und Heterooligomerisierungen von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 über
dem oberen Schwellenwert von 0,0915 und waren somit positiv. Die Sättigungsexperi-
mente dienten darüber hinaus der genaueren Charakterisierung der Interaktionskine-
tik (BRET50, BRETmax). Die BRET50 gibt das Akzeptor/Donor-Verhältnis an, bei dem
die halbmaximale BRET-Ratio erreicht wird. Je niedriger sie ist, umso höher ist die
relative Affinität der Proteine zueinander. Zur Kontrolle wurde eine in Interaktionsex-
perimenten als negativ bestimmte Interaktion mit MCAD verwendet, die in gleicher
Weise mit ansteigendem Akzeptor/Donor-Verhältnis untersucht wurde. ORMDL1 zeig-
te eine zweifach höhere Affinität zur Homooligomerisierung, gekennzeichnet durch
die niedrigere BRET50, als ORMDL2 und ORMDL3 (Tabelle 3.2). Dieser Unterschied in
der Homooligomerisierung war signifikant in einer einfachen ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur sowohl im Vergleich von ORMDL1 mit ORMDL2 als auch mit ORMDL3.
Außerdem war die Affinität von ORMDL2/ORMDL3 und ORMDL2/ORMDL1 Heteroo-
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Abbildung 3.2: Homomere Interaktionen jeweils zwischen ORMDL3, ORMDL2 und ORMDL1
analysiert durch (A) BRET-Interaktionsexperimente und (B) BRET-Sättigungsexperimente so-
wie heteromere Interaktionen jeweils zwischen ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 ebenfalls
analysiert durch (C) BRET-Interaktionsexperimente und (D) BRET-Sättigungsexperimente. Fu-
sionsproteine von ORMDL mit hRluc oder Venus wurden hierzu in COS-7-Zellen koexprimiert
und die BRET-Ratio wurde durch Lumineszenzdetektion gemessen. Die rot-gestrichelte Linie
zeigt den methodenspezifischen Schwellenwert von 0,0915 für eine positive Interaktion. In BRET
Sättigungsexperimenten (B und D) wurde die Rate von ORMDL-Akzeptor-Fusionsprotein zu
ORMDL-Donor-Fusionsprotein in den Kombinationen 3:1, 1:1, 1:3, 1:6, 1:12 und 1:18 variiert, was
in der nonlinearen Regression zu einer hyperbolischen Sättigungskurve im Falle einer positiven
Interaktion führt, während die Koexpression von ORMDL mit der mitochondrialen Medium-
Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase (MCAD) als Negativkontrolle nur zu einer linearen Zunahme
der BRET-Ratio führt als Hinweis auf eine fehlende Interaktion zwischen den beiden Protei-
nen. Die Werte stellen jeweils den Mittelwert ± Standardabweichung aus n=4 Replikationen dar
(Abbildung ist Teil der Publikation von Toncheva u. a. 2015).
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ligomere zu bilden signifikant höher als für die jeweiligen Homooligomere von ORMDL
2 bzw. ORMDL3 (Tabelle 3.2). Zusammenfassend gelang der Nachweis von PPI zwischen
ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 sowohl in der Homo- als auch in der Heterooligo-
merisierung mittels zwei verschiedener Methoden. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass sich die Homo- und Heterooligomere mit unterschiedlichen Affinitäten bilden.
Akzeptor Donor BRET50
ORMDL3 ORMDL3 0.72 ± 0.05
ORMDL3 ORMDL2 0.52 ± 0.06
ORMDL3 ORMDL1 0.75 ± 0.10
ORMDL2 ORMDL2 0.74 ± 0.15
ORMDL2 ORMDL1 0.45 ± 0.09
ORMDL1 ORMDL1 0.36 ± 0.09
Tabelle 3.2: BRET50 (Akzeptor/-Donor-Verhältnis bei halbmaximaler BRET-Ratio als relatives
Maß für die Bindungsaffinität) der einzelnen ORMDL-Homo- und Heterooligomere in den
BRET-Sättigungsexperimenten.
3.1.4 Übertragung auf humane Homologe der ORM-Interaktionspart-
ner
Die in der Datenbankrecherche identifizierten humanen Homologe von ORM1- und
ORM2-Interaktionspartnern in Saccharomyces cerevisiae wurden in BRET-Interaktions-
experimenten gegen ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 getestet. Dazu wurden COS-7
Zellen mit DDOST, NSDHL, MSMO1, CYP51A1, CSNK1G2 oder SUMO1 mit jeweils
einem der ORMDL-Proteine kotransfiziert in allen möglichen BRET-Konstrukt-Tagkom-
binationen. Zudem wurde die einzige vorbeschriebene humane PPI zwischen ORMDL3
und EEF1A1 überprüft.
Insgesamt ließen sich 4 der 6 Interaktionen aus Saccharomyces cerevisiae mit humanen
Homologen der ORM-Interaktionspartner bestätigen (Tabelle 3.3). Darunter waren al-
le ER-Membranproteine. Die einzige bekannte humane PPI von ORMDL3 mit EEF1A1
konnte hingegen nicht bestätigt werden, für alle Kombinationen lag die BRET-Ratio weit
unter dem methodenspezifischen oberen Schwellenwert (UT) von 0,0915. Die beschrie-
bene Interaktion stammt allerdings aus einer Hochdurchsatz-Studie aus dem Jahr 2005,
die mittels Yeast Two-hybrid-System 3.186 Interaktionen zwischen 1.705 Proteinen identi-
fizierte (Stelzl u. a. 2005). Es ist bekannt, dass sich die positiven Interaktionen aus großen
Yeast Two-hybrid-Studien nur in circa 30 % der Fälle bestätigen lassen (Lemmens u. a.
2010). Für die gefundenen Interaktionspartner von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3
sind folgende subzelluläre Verteilung und folgende Funktionen bekannt: DDOST ist
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Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
PGLYRP1 0,057 0,013 0,017
DDOST 0,177 0,356 0,255
CSNK1G2 0,001 0,013 0,020
CYP51A1 0,220 0,348 0,207
EEF1A1 0,018 0,023 0,031
NSDHL 0,151 0,239 0,210
MSMO1 0,187 0,191 0,165
SUMO1 0,047 0,032 0,018
Tabelle 3.3: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit den humanen Homologen der Interak-
tionspartner in Saccharomyces cerevisiae. Angegeben ist die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-
Kombinationen. Grün: positive PPI (UT: 0,0915); Rot: negative PPI (LT: 0,0859).
ein ER-Membranprotein, das an der Übertragung mannosereicher Oligosaccharide auf
neu synthetisierte Polypeptidketten im ER beteiligt ist. CYP51A1, MSMO1 und NSDHL
sind ebenfalls ER-Membranproteine und sind an der Cholesterinbiosynthese beteiligt
(Cunningham u. a. 2015, König u. a. 2000, Lewinska u. a. 2013, Li u. a. 1996).
3.1.5 Keine Erweiterung des Interaktoms über Gen-Gen-Interaktionen
In dem Datensatz der GWAS, die zur Entdeckung von ORMDL3 im Zusammenhang
mit kindlichem Asthma führte, wurden auch Gen-Gen-Interaktionen des ORMDL3-SNP
rs8076131 gesucht. Es ließen sich die beiden Kandidaten MRO und VDR identifizieren.
Das MRO-Gen kodiert für ein nukleoläres Protein, das nur in männlichen Embryonen
während der Differenzierung der Hoden transkribiert wird (Smith u. a. 2003). Das VDR-
Gen hingegen codiert für den nukleären Vitamin D-Rezeptor, der neben dem Calcium-
stoffwechsel auch in die Regulation von Immunmechanismen (Lin u. a. 2008) involviert
ist. Polymorphismen in diesem Gen werden mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko
für so unterschiedliche Krankheiten wie Diabetes mellitus, Prostatakarzinom, multiple
Sklerose oder morbide Adipositas in Verbindung gebracht (Pruitt u. a. 2014). Besonders
interessant ist diese genetische Interaktion jedoch, da bereits eine Verbindung zwischen
dem Vitamin D-Stoffwechsel und der Erkrankung an Asthma bronchiale postuliert wur-
de (z. B. Kerley u. a. 2015). Auch eine Vielzahl von Therapiestudien zur Supplementation
von Vitamin D bei Asthmapatienten wurden bereits durchgeführt, ohne jedoch ein einen
therapeutischen Effekt außerhalb der Prävention von Steroidnebenwirkungen im Kno-
chenstoffwechsel zu zeigen (Kerley u. a. 2015). Wir führten daher BRET-Interaktionsex-
perimente mit diesen Proteinen in Fibroblasten-Nierenzelllinie der grünen Meerkatze
(CV-1 (simian) in Origin, and carrying the SV40) (COS-7)-Zellen durch. Da alle BRET-
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Ratios unterhalb des unteren Schwellenwerts (LT) von 0,0859 lagen, ließen sich keine In-
teraktion von MRO oder VDR mit ORMDL1, ORMDL2 oder ORMDL3 auf Proteinebene
belegen (Tabelle 3.4).
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
MRO 0,035 0,043 0,007
VDR 0,009 0,012 0,015
Tabelle 3.4: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit anderen möglichen mit Asthma assoziierten
Proteinen aus der GWAS. Angegeben ist die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen.
Rot: negative PPI (LT: 0,0859).
3.1.6 Interaktion mit relevanten immunologischen Proteinen
Aufgrund des Assoziation zwischen ORMDL3 und kindlichem Asthma waren wir in
einem nächsten Schritt an der Untersuchung von PPI zwischen ORMDL und relevanten
immunologischen Proteinen interessiert. Es wurden die folgenden Proteine aufgrund
von der bei Asthma bekannten Pathomechanismen ausgewählt: CCL11, CCR3, CCR4,
CCR6 IL2RB, IL2RG, IL10RB, IL12RB1, IL17RA, IL21R, IL23R, RORC, STAT1, STAT3,
STAT4, STAT5B und STAT6.
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
CCL11 0,057 0,0919 0,055
CCR3 0,141 0,187 0,131
CCR4 0,152 0,173 0,139
CCR6 0,151 0,150 0,144
IL2RB 0,098 0,110 0,106
IL2RG -0,005 0,032 0,027
IL10RB 0,185 0,122 0,103
IL12RB1 0,103 0,106 0,114
IL17RA 0,070 0,041 0,075
IL21R 0,038 0,041 0,036
IL23R 0,033 0,037 0,056
RORC 0,038 0,033 0,044
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STAT1 0,028 0,029 0,039
STAT3 0,048 0,019 0,007
STAT4 0,053 0,041 0,047
STAT5B 0,049 0,025 0,025
STAT6 0,029 0,027 0,025
Tabelle 3.5: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit immunologisch relevanten Proteinen. Ange-
geben ist die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen. Grün: positive PPI (UT: 0,0915);
Rot: negative PPI (LT: 0,0859).
Die IL2-Rezeptoren (IL2RB - β-Kette; IL2RG - γ-Kette) sind bedeutsam in der T-Zell-
vermittelten adaptiven Immunantwort. Über den IL2-Rezeptor wird die Balance zwi-
schen Toleranz und Immunität reguliert (Malek u. a. 2010). Die IL2-Konzentration steuert
sowohl die Differenzierung von CD8+ T-Zellen als auch von regulatorischen T-Zellen
(Treg). Über die Treg hat IL2 Einfluss auf die Differenzierung von T-Helferzellen (Liao
u. a. 2011) und somit ganz grundlegend auf Autoimmunität (Sharma u. a. 2011). Für
einen Polymorphismus des IL2RB-Gens ist zudem eine Assoziation mit einem erhöh-
ten Asthmarisiko berichtet worden (Padrón-Morales u. a. 2013, R.-S. Wang u. a. 2015).
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass die Immunantwort über IL2 in Asthmapatien-
ten dysreguliert ist (Mat u. a. 2012). Die IL2-Rezeptoren vermitteln die Rezeptorantwort
unter anderem über den Signalpfad JAK-STAT (Pruitt u. a. 2014). Entsprechend unter-
suchten wird auch die PPI zwischen ORMDL und STAT1, STAT3, STAT4, STAT5B und
STAT6. Insbesondere STAT6 ist hinsichtlich der Asthmapathogenese relevant. Mehrere
Polymorphismen des STAT6-Gens sind beschrieben, die das Risiko, an Asthma zu er-
kranken, erhöhen bzw. protektiv wirken (Godava u. a. 2013, Kabesch u. a. 2006, Qian u. a.
2014). Sogar eine Aktivierung von STAT6 über β2-AR, die zu einer erhöhten bronchialen
Reagibilität führt, ist bereits beschrieben worden (Knight u. a. 2015). Auch STAT3 wird
eine regulatorische Funktion in der Auslösung von inflammatorischen Reaktionen der
Lunge zugeschrieben (H. Gao u. a. 2007). Wir untersuchten auch die Interaktion mit
dem IL-21-Rezeptor. IL-21 ist weitgehend homolog mit IL-2 (Gong u. a. 2013) und IL21R
scheint ebenso wie IL2RB über die Vermittlung einer TH2-Immunantwort eine wichtige
Rolle in der Pathogenese allergischer Erkrankungen zu spielen (Lajoie u. a. 2014). Ein Po-
lymorphismus des für IL21R codierenden Gens soll zudem mit einem erhöhten Risiko, an
Asthma zu erkranken, assoziiert sein (Chatterjee u. a. 2009). Chemokinligand 11 (CCL11)
gehört zur Gruppe der Eotaxine und wird auch als Eotaxin-1 bezeichnet (Williams 2015,
Pruitt u. a. 2014). Die CCL11-Sputumkonzentration ist als potenzieller Biomarker für die
Diagnose und Verlaufsbeurteilung des Schweregrades von Asthma bronchiale vorge-
schlagen worden (D. Wu u. a. 2014). CCL11 fungiert als Chemotaxin in der Rekrutierung
von Eosinophilen, die den Chemokinrezeptor CCR3 tragen, in das Gewebe und ist somit
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an allen eosinophilen allergischen Reaktionen beteiligt (Jose u. a. 1994, Ponath u. a. 1996).
Therapeutika, die CCL11 und CCR3 beeinflussen, sind als mögliche Asthmamedikamen-
te in der Erprobung (Catley u. a. 2011, Garcia u. a. 2005, Pease u. a. 2014, Wegmann 2011).
Daher untersuchten wir auch die PPI zwischen ORMDL und den Eotaxin-Rezeptoren
CCR3, CCR4 und CCR6. Weiterhin untersuchten wir den IL12-Rezeptor (IL-12 Rezep-
tor (IL12R)B1), da über IL-12 mit der Balance zwischen TH1- und TH2-Immunantwort
einer der zentralen pathogenetischen Mechanismen der TH2-Autoimmunerkrankung
Asthma reguliert wird (Barnes 2002, Holgate 2008, Leonard u. a. 2003, Wills-Karp 1998).
Zudem untersuchten wir die Interaktion der ORMDL-Proteinfamilie mit dem IL-23 Re-
zeptor (IL-23 Rezeptor (IL23R)), der mit IL12RB1 einen Komplex bilden kann (Pruitt
u. a. 2014). Außerdem untersuchten wir den IL-10 Rezeptor (Untereinheit IL-10 Rezep-
tor (IL10R)B). IL-10 hat eine Vielzahl von Effekten in der Immunregulation und Inflam-
mation. Es wirkt beispielsweise der Ausbildung einer TH1-Immunantwort entgegen
und erhöht die Antikörperproduktion von B-Zellen (Pruitt u. a. 2014). Signalkaskaden
über den IL-10-Rezeptor werden aufgrund der Vielzahl der vermittelten Immunmecha-
nismen mit zahlreichen Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht, darunter
auch Asthma bronchiale (Moreira u. a. 2011, Zdrenghea u. a. 2015, Zheng u. a. 2014). Dies
gilt auch für den IL-17 Rezeptor (Untereinheit IL-17 Rezeptor (IL17R)A), der ebenfalls
in der Asthmapathogenese involviert sein soll über Mechanismen wie Mukussekretion,
Reaktivität der glatten Muskelzellen und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten,
die abhängig sind von einer TH17 T-Helferzellaktivierung (Chesne u. a. 2014, Lindén
u. a. 2014, Silverpil u. a. 2012, Y.-H. Wang u. a. 2011). Schließlich untersuchten wir die
PPI mit RORC. Dieser DNA-bindende nukleäre Transkriptionsfaktor ist ebenfalls be-
deutsam in der Differenzierung von TH17-Zellen sowie in der Thymopoese. Zwar führt
ein Verlust der RORC-Funktion entsprechend einer aktuellen Publikation hauptsächlich
zu einer schweren Immundefizienz gegen invasive Pilz- und Mykoplasmeninfektionen
(Okada u. a. 2015), doch gibt es auch Hinweise auf einen Einfluss der Überexpression
von RAR related orphan receptor C (RORC) auf die anhaltende Inflammation der Atemwe-
ge in Kindern mit Asthma (Hamzaoui u. a. 2011), in einem Mausmodell einer schweren
allergischen Inflammation der Atemwege (Ano u. a. 2013) sowie einer durch RORC
vermittelten Zunahme der TH17-Zellen in Asthmapatienten (Loubaki u. a. 2013). Wir
führten diese PPI-Experimente wiederum als BRET-Interaktionsexperimente in COS-7-
Zellen durch (Abschnitt 2.2.10). Von den 17 untersuchten immunologisch relevanten
Proteinen interagierten 6 Membranproteine mit ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 (Ta-
belle 3.5). Es handelt sich um den ersten Nachweis einer Interaktion von ORMDL mit in
der Ausbildung einer TH2-Immunantwort relevanten Rezeptoren wie IL2RB, IL12RB1
und IL10RB sowie mit den in der Chemotaxie von eosinophilen Granulozyten relevan-
ten Rezeptoren CCR3, CCR4 und CCR6. Das Eotaxin CCL11 hingegen als intra- und
extrazelluäres plasmatisches Protein interagierte nur mit ORMDL2.
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3.1.7 Interaktion mit Membranproteinen
Bei der Untersuchung der PPI von ORMDL mit immunologisch relevanten Proteinen
zeigten sich positive Interaktionen mit den sechs Membranrezeptoren IL2RB, IL10RB,
IL12RB1, CCR3, CCR4 und CCR6, während sich mit den in der Signaltransduktion
involvierten STAT-Proteinen keine positiven Interaktionen nachweisen ließen. Hieraus
ergab sich die Frage, ob ORMDL möglicherweise insbesondere mit Membranprotei-
nen interagiert. Um diese Hypothese zu prüfen, wählten wir sowohl weitere Asthma-
relevante Membranproteine als auch Membranproteine aus der Klasse GPCR als Ver-
treter der wichtigsten Klasse von Rezeptoren im menschlichen Organismus: ADORA3,
ADORA2B, B2AR, CD2, CD86, CHRM3, CYSLTR1, CXADR, CXCR1, CXCR2, CXCR4,
PAR2 und OPRD1. Der Adenosin A3 Rezeptor (ADORA3), der Adenosin A2b Rezeptor
(ADORA2B), der Adrenorezeptor β2 (β2-AR), der muskarinische Acetylcholinrezeptor
3 (CHRM3) und der Cysteinyl-Leukotrienrezeptor 1 (CYSLTR1) wurden aufgrund ih-
rer Relevanz in der Therapie und Diagnostik von Asthma bronchiale und aufgrund
ihrer Zugehörigkeit zur Klasse GPCR ausgewählt. Sowohl über Adenosin als auch über
Acetylcholin kann die Kontraktion von glatter Muskulatur beispielsweise in den Bron-
chien vermittelt werden (Leuppi 2014). Über CYSLTR1 wirkt das Medikament Mon-
telukast aus der Gruppe der Leukotrienrezeptor-Antagonisten (Bush 2015, Reiss u. a.
1996, Sorkness 1997, H. P. Zhang u. a. 2014). Über β2-AR wirken mit den kurz- und
langwirksamen β-Sympathomimetika die wichtigsten Medikamente in der Therapie
von Asthma bronchiale. Weiterhin wurden die in der cDNA-Bank der Arbeitsgruppe
verfügbaren GPCR Chemokin-(C-X-C Motiv)-Rezeptor 1 (CXCR1), Chemokin-(C-X-C
Motiv)-Rezeptor 2 (CXCR2), Chemokin-(C-X-C Motiv)-Rezeptor 4 (CXCR4), Koagula-
tionsfaktor II (Thrombin)-Rezeptor-ähnlich 1 (PAR2) und Opioidrezeptor δ-1(OPRD1)
untersucht sowie die verfügbaren Typ-I-Transmembranproteine Cluster of differentiati-
on 2 (CD2), Cluster of differentiation 86 (CD86) und Coxsackie-Virus-und-Adenovirus-
Rezeptor (CXADR) (Pruitt u. a. 2014). Die PPI-Experimente führten wir erneut als BRET-
Interaktionsexperimente in COS-7-Zellen durch.
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
ADORA3 0,127 0,111 0,104
ADORA2B 0,195 0,188 0,162
B2AR 0,243 0,435 0,302
CD2 0,028 0,039 0,020
CD86 0,278 0,323 0,153
CHRM3 0,178 0,212 0,175
CXADR 0,170 0,220 0,138
CXCR1 0,217 0,311 0,300
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CXCR2 0,109 0,288 0,329
CXCR4 0,080 0,049 0,041
CYSLTR1 0,147 0,120 0,167
OPRD1 0,183 0,258 0,248
PAR2 0,206 0,282 0,207
Tabelle 3.6: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit GPCR und anderen Membranproteinen.
Angegeben ist jeweils die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen. Grün: positive PPI
(UT: 0,0915); Rot: negative PPI (LT: 0,0859).
Von den 13 untersuchten Membranproteinen interagierten 11 mit ORMDL1, ORMDL2
und ORMDL3 (Tabelle 3.6). Darunter befinden sich alle getesteten für die Asthmathera-
pie relevanten Rezeptoren (ADORA2B, ADORA3, B2AR, CHRM3, CYSLTR1), aber auch
GPCR, die in keiner Weise mit der Asthmapathogenese assoziiert sind (CD86, CXA-
DR, CXCR1, CXCR2, OPRD1, PAR2). Keine Interaktion ließ sich zwischen ORDML1,
ORMDL2 oder ORMDL3 und CD2 oder CXCR4 nachweisen.
3.1.8 Interaktion mit molekularen Chaperonen
Aus den gezeigten Interaktion von ORMDL mit zahlreichen Membranproteinen, der
Interaktion von ORM in Saccharomyces cerevisiae mit Proteinen des intrazellulären Vesi-
keltraffickings und Chaperonen, der erhöhten Sensibilität von ORM-Double-knock-out-
Zelllinien auf zahlreiche Zellgifte (Hjelmqvist u. a. 2002), der Lokalisation von ORM-
ähnliches Protein (ORM-like protein) (ORMDL) im ER und der weitgehenden Homo-
logie der ORMDL-Proteine, die zudem Homo- und Heterooligomere bilden und die-
selben Interaktionspartner haben, leiteten wir die Hypothese ab, dass die ORMDL-
Proteine als Chaperone im ER funktionieren und die Faltung von Membranproteinen,
die aus dem ER an die Zelloberfläche gelangen, beeinflussen könnten. Daher teste-
ten wir die Interaktion der ORMDL-Proteine mit bekannten Chaperonen. Wir führten
diese BRET-Interaktionsexperimente wiederum in COS-7-Zellen durch. Als mögliche
Interaktionspartner aus der Gruppe der Chaperone wurden folgende Proteine getestet:
CALR, CANX, FKBP1A, GOSR2, HSPA5, HSPA9B, HSPD1, HSP90AB1, DNAJB9, DNA-
JB11, KDELR2, KDELR, LMAN2, MFN2, PDIA3, PTCH1, SEC22B, SEC61A1, SERP1,
SIGMAR1, SIL1, SSR1, S100A8, TRAPPC2, VDAC1, XBP1 und ZDHHC3. Diese Prote-
ine wurden ausgewählt, um den gesamten Prozess von der Proteinsynthese über die
Korrektur von Fehlfaltung bis hin zur proteasomalen Degradation abzubilden. Zudem
wurden Proteine mit einbezogen, die an der UPR beteiligt sind sowie am Prozess der
Apoptose bei nicht erfolgreich verlaufender UPR. Die folgenden Funktionen sind für
die einzelnen Proteine bekannt:
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Calnexin (CANX) ist ein Mitglied der Calnexin-Chaperonen-Familie. Dieses Calcium-
bindende ER-Protein interagiert mit neu synthetisierten Glycoproteinen und spielt eine
zentrale Rolle in der Qualitätskontrolle der Proteinsynthese. Inkorrekt gefaltete Protei-
ne werden durch die Bindung an Calnexin im ER zurückgehalten und der Degradation
zugeführt (Hetz u. a. 2011). Calreticulin (CALR) ist ebenfalls ein Calcium-bindendes
Protein mit Chaperonfunktion, das sich im Lumen von ER und Nukleus befindet (Ge-
lebart u. a. 2005). Das durch das Gen PDIA3 codierte Protein Protein-Disulfidisomerase
Familie A Mitglied 3 interagiert mit Calreticulin und Calnexin in der posttranslatio-
nalen Modifikation von Glycoproteinen und unterstützt die Proteinfaltung durch die
Ausbildung von Disulfidbrücken in den Glycoproteinsubstraten (Hetz u. a. 2011). Die
Hitzeschockproteine HSPA5, HSPA9B, HSPD1 und HSP90AB1 fungieren ebenfalls als
Chaperone der Proteinfaltung im ER. Sie werden als Antwort auf Zellstress vermehrt
exprimiert um die Zelle vor fehlgefalteten oder defekten Proteinen zu schützen, indem
sie die korrekte Faltung unterstützen und zugleich dauerhaft fehlgefaltete Proteine dem
proteasomalen Abbau zuführen (Schlesinger 1990). Sie haben damit einen bedeuten-
den Anteil an der UPR (Bernales u. a. 2006). Die Mitglieder der DnaJ-Proteinfamilie
DNAJB9 und DNAJB11 codieren auch für ER-Proteine, die als akkzessorische Proteine
die ATPase-Aktivität von Hitzeschockproteinen regulieren und somit ebenfalls an der
UPR teilhaben. Das SIL1-Gen codiert ein Protein, das in der ER-Membran lokalisiert ist
und als Nukleotid-Austausch-Faktor des wichtigen Chaperons HSPA5 fungiert (Tyson
u. a. 2000). Das X-Box-bindende Protein 1 (XBP1) codiert für einen Transkriptionsfak-
tor dessen mRNA auf die Anhäufung von ungefalteten Proteinen im ER hin durch
(IRE1) in eine aktive Form (XPB1s) gespliced wird und die verstärkte Transkription von
ER-Chaperonen auslöst (Brown u. a. 2012, Hetz u. a. 2011). Das Stress-assoziierte en-
doplasmatische Retikulumprotein 1 (SERP1) fungiert als eine Art „Rettungseinheit“ in
Situationen von zellulärem Stress, indem es neu synthetisierte Membranproteine stabi-
lisiert und vor der Degradation innerhalb der UPR schützt (Yamaguchi u. a. 1999). Führt
die UPR als Reaktion auf zellulären Stress nicht zur Wiedererlangung einer zellulären
Homöostase, so kann die Apoptose eingeleitet werden, um den Organismus vor einem
weiteren Schaden durch eine dysfunktionale Zelle zu schützen. Das Gen MFN2 codiert
für das mitochondriales Membranprotein Mitofusin 2, das im Falle der Apoptose herab-
reguliert wird, was zu einer zunehmenden Fraktionierung der Mitochondrien und damit
zur Einleitung des programmierten Zelltods führt (Youle u. a. 2012). Das spannungsab-
hängige Anionenkanalprotein 1 (VDAC1) fungiert als plasmamembranständiger Rezep-
tor in der Auslösung der zellulären Apoptose (Li u. a. 2014). Das S100 Calcium-bindende
Protein A8 (S100A8) ist im Zytoplasma und Nukleus lokalisiert und löst bei hoher Kon-
zentration die Apoptose aus (Ghavami u. a. 2010). Am korrekten Trafficking von neu
gebildeten Proteinen vom ER über den Golgi-Apparat zur Plasmamembran oder in den
Extrazellulärraum haben die folgenden Proteine Anteil: Das Protein Sec61 Translocon
α 1 Untereinheit (SEC61A1) dient der Insertion von Membranproteinen oder sekretori-
schen Proteinen in das ER und bindet in dieser Funktion eng an ER-membrangebundene
Ribosomen (Lang u. a. 2012). Der endoplasmatische Membranrezeptor Signal Sequenz
Rezeptor 1 (SSR1) fungiert ebenfalls als Translokator für neugebildete Proteine in das ER
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(Hartmann u. a. 1994). Das Zinkfinger-(DHHC-Typ)-enthaltende Protein 3 (ZDHHC3)
fungiert als ER-Membranprotein mit Palmitoyltransferaseaktivität. Als Palmitoylierung
wird die Übertragung von Palmitinsäure auf Cysteinreste von Proteinen bezeichnet. Dies
dient der besseren Lipidverankerung von Membranproteinen (Bijlmakers u. a. 2003)
und damit in der posttranslationalen Modifikation von Proteinen der korrekten Pro-
teinfaltung sowie dem Trafficking von neugebildeten Proteinen (Ohno u. a. 2012). Ein
möglicher Zusammenhang zwischen der Funktion von ORM in Saccharomyces cerevisiae
und der Regulation von Sphingolipidbiosynthese und Palmitoylierung ist mittlerweile
bekannt und wurde in der Einleitung unter 1.2 dargestellt (Breslow u. a. 2010, S. Han
u. a. 2010). Das Typ-I-Transmembranprotein LMAN2 bindet an mannosereiche Glyco-
proteine und kontrolliert deren Sortierung und Qualitätskontrolle (Reiterer u. a. 2010).
Auch GOS2R kodiert für ein Membranprotein, das am Trafficking neu gebildeter Pro-
teine vom ER zum trans-Golgi-Apparat teil hat (Lowe u. a. 1997). Das Membranprotein
SEC22 Homolog B (SEC22B) gehört zur Proteinfamilie der Vesikel-Trafficking-Proteine
und ist beteiligt am Vesikeltransport zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat (Hay
u. a. 1997). Das FK506-bindende Protein 1A (FKBP1A) ist Teil der Immunophilinpro-
teinfamilie und ebenfalls am Trafficking vom ER zum Golgi-Apparat beteiligt (DiLella
1991). Es handelt sich bei den Immunophilinen aber zudem um Enzyme, und zwar
um Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerasen, die mit der Bildung von Amid-Bindungen
einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Proteinfaltung katalysieren. Somit
fungiert FKBP1A auch als Chaperon (Schmidpeter u. a. 2015). Das Protein Trafficking
Protein Partikel Komplex 2 (TRAPPC2) ist Teil eines höheroligomeren Komplexes, der
das Anbinden und die Fusion von ER-Vesikeln an den Golgi-Apparat kontrolliert (Gavin
u. a. 2002). Die KDEL-(Lys-Asp-Glu-Leu)-ER-Protein-Retentions-Rezeptoren (KDELR2
und KDELR3) haben eine gänzlich anders geartete Funktion in der Prozessierung von
Proteinen im ER und Golgi-Apparat. Sie fungieren als Anker für ER-Proteine, indem
sie an das Retentionsmotiv KDEL-(Lys-Asp-Glu-Leu) binden und so kontinuierlich ER-
Proteine für den Rücktransport aus dem cis-Golgi-Netzwerk markieren (Pelham 1996).
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
CALR 0,137 0,137 0,103
CANX 0,339 0,376 0,322
FKBP1A 0,118 0,076 0,122
GOSR2 0,220 0,204 0,216
HSPA5 0,063 0,007 0,022
HSPA9B 0,045 0,028 0,037
HSPD1 0,035 0,016 0,049
HSP90AB1 0,009 0,041 0,033
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DNAJB9 0,030 0,017 0,046
DNAJB11 0,023 0,015 0,010
KDELR2 0,349 0,203 0,194
KDELR3 0,285 0,386 0,224
LMAN2 0,254 0,252 0,227
MFN2 0,076 0,035 0,051
PDIA3 0,079 0,047 0,059
PTCH1 0,250 0,248 0,226
SEC22B 0,324 0,308 0,276
SEC61A1 0,205 0,265 0,245
SERP1 0,442 0,608 0,376
SIGMAR1 0,278 0,326 0,271
SIL1 0,274 0,284 0,217
SSR1 0,238 0,148 0,142
S100A8 0,198 0,164 0,184
TRAPPC2 0,039 0,027 0,026
VDAC1 0,057 0,043 0,021
XBP1 0,004 -0,005 0,014
ZDHHC3 0,131 0,151 0,149
Tabelle 3.7: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit Chaperonproteinen. Angegeben ist jeweils die
maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen. Grün: positive PPI (UT: 0,0915); Rot: negative
PPI (LT: 0,0859).
Es waren 16 der 26 untersuchten Interaktionen zwischen Chaperonen und ORMDL-
Proteinen positiv (Tabelle 3.7). Darunter fanden sich zahlreiche Interaktionen mit rele-
vanten Proteinen aus den Prozessen der Proteinfaltung (CALR, CANX, SERP1, SIL1,
SSR1), der posttranslationalen Modifikation (LMAN2, ZDHHC3) sowie des Traffickings
(GOSR2, KDELR2, KDELR3, SEC22B, SEC61A1). Mit den wichtigen ER-luminalen Cha-
peronen aus der Gruppe der Hitze-Schock-Proteine (HSPA5, HSP90AB, HSPA9B, HSPD1)
und ihren akzessorischen DnaJ-Proteinen (DNAJB9, DNAJB11) fanden sich hingegen
keine Interaktionen, ebenso wie mit den mitochrondrialen apoptoserelevanten Prote-
inen (MFN2, VDAC1). Unter den getesteten apotoserelevanten Proteinen interagiert
ORMDL nur mit Protein S100A8. Es handelt sich bei S100A8 jedoch zugleich um ein
Calcium-bindendes Protein.
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3.1.9 Interaktion mit Proteinen des γ-Sekretase-Komplexes
Zum Zeitpunkt der Entdeckung von ORMDL3 als mögliches asthmarelevantes Protein
(Moffatt u. a. 2007) war nur in einer Arbeit (Araki u. a. 2007) eine mögliche ORMDL-
Funktion untersucht worden. Es wurden Mutationen im PSEN1-Gen identifiziert, die
zu einer deutlich verminderten Expression von ORM-ähnliches Protein 1 (ORMDL1)
(in dieser Publikation mit Adoplin-1 benannt) führen. PSEN1 ist Teil des γ-Sekretase-
Komplexes, der außerdem aus Nicastrin, APH1 und PEN2 besteht und für die intramem-
branöse Spaltung von Amyloid-Vorläuferprotein (Amyloid precursor protein) (APP) und
weiteren Typ-1-Membranproteinen zuständig ist. Somit könnte ORMDL unter der tran-
skriptionellen Kontrolle von PSEN1 stehen und die Funktion desγ-Sekretase-Komplexes
beeinflussen, also eine Rolle bei der Pathogenese der Demenz vom Alzheimer-Typ
spielen (Araki u. a. 2007). In einer Co-IP wurden in dieser Publikation auch die PPI
zwischen ORMDL1 und PSEN1 sowie Nicastrin untersucht, es waren allerdings kei-
ne Interaktionen nachweisbar, auch wenn die Daten der Co-IP in der Publikation
nicht im Detail gezeigt wurden. Wir untersuchten daher die Interaktion der ORMDL-
Proteinfamilie mit den Proteinen des γ-Sekretase-Komplexes. Wir führten diese BRET-
Interaktionsexperimente in COS-7-Zellen durch. Tatsächlich waren 6 der 7 untersuchten
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
APP 0,314 0,190 0,157
APH1A 0,124 0,198 0,267
APH1B 0,136 0,209 0,142
NCSTN 0,040 0,029 0,034
PSEN1 0,226 0,302 0,326
PSEN2 0,252 0,233 0,305
PSENEN 0,592 0,681 0,672
Tabelle 3.8: BRET-Ratios der PPI von ORMDL und Proteinen des γ-Sekretase-Komplexes. An-
gegeben ist jeweils die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen. Grün: positive PPI (UT:
0,0915); Rot: negative PPI (LT: 0,0859).
Interaktionen positiv, nur für Nicastrin ließ sich wie auch in der Publikation von Araki
und Kollegen keine Interaktion mit ORMDL-Proteinen nachweisen (Tabelle 3.8). Die-
se Ergebnisse stützen mit einer komplementären Methode die Annahme von Araki
und Kollegen, dass ORMDL eine Verbindung mit den Bestandteilen des γ-Sekretase-
Komplexes eingeht und somit - neben der Assoziation mit Asthma - auch einen Einfluss
auf die Pathogenese der Demenz vom Alzheimer-Typ haben könnte.
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3.1.10 Bestätigung bekannter Interaktionen mit SPTLC1 und SERCA
Im Rahmen der Publikation von Toncheva und Kollegen, zu der Ergbenisse dieser
Dissertation beigetragen haben, wurden zwei weitere vorbeschriebene Interaktionen
nachvollzogen (Toncheva u. a. 2015). Zum einen hatten Breslow et al. für ORM1 und
ORM2 eine Interaktion mit SPT1 beschrieben (Breslow u. a. 2010), zum anderen war aus
der Arbeit von Cantero-Recasens eine Interaktion von ORMDL3 mit SERCA bekannt
(Cantero-Recasens u. a. 2009).
Abbildung 3.3: BRET-Experimente zur Testung der Interaktionen zwischen ORMDL1, ORMDL2
bzw. ORMDL3 und SERCA2 (ATP2A2) bzw. SPT1 (SPTLC1). ORMDL Donorfusionsprotein
wurde koexprimiert mit SERCA2 (ATP2A2) bzw. SPT1 (SPTLC1) Akzeptorfusionsprotein in
COS-7 Zellen und die BRET-Ratio wurde bestimmt. Das luminale ER Ca2+-Bindungsprotein
grp78 (BIP) und die mitochondriale MCAD wurden als Kontrollen verwendet. Angegeben sind
Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 3 Replikaten. Die gestrichelte Rote Linie stellt den
methodenspezifischen oberen Schwellenwert (UT) von 0,0915 dar (Toncheva u. a. 2015).
Es gelang die Bestätigung der Interaktion von SERCA mit ORMDL3 sowie der Nach-
weis einer Interaktion von SERCA auch mit ORMDL1 und ORMDL2. Weiterhin gelang
die Bestätigung der bekannten Interaktion von ORM1 und ORM2 mit SPT1 (Breslow
u. a. 2010) für die humanen Homologe ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit dem
humanen Homolog SPTLC1 (Abbildung 3.3). Dieser erste Nachweis eines ähnlichen
3.1. DIE ERWEITERUNG DES ORMDL-INTERAKTOMS 75
Interaktionsmusters aller drei humanen ORMDL-Proteine ist zusammen mit den Nega-
tivkontrollen MCAD und BIP (HSPA5) Teil der Publikation von Toncheva und Kollegen
(2015).
3.1.11 Interaktionen mit peroxisomalen Proteinen
Unter den 43 bekannten Interaktionspartnern von ORM1 und ORM2 in Saccharomy-
ces cerevisiae befand sich mit PEX29 ein peroxisomales Protein und mit SLT2 ein an
der Degradation peroxisomaler Proteine beteiligtes Protein. In der Arbeitsgruppe Mo-
lekulare Pädiatrie existiert aufgrund eines Projekts zur Untersuchung des gesamten
peroxisomalen Interaktoms sowie weiterer Arbeiten zu peroxisomalen Stoffwechselde-
fekten (Hillebrand u. a. 2012, Kashiwayama u. a. 2005, Muntau u. a. 2000, Muntau 2003)
ein cDNA-Repositorium mit BRET-Konstrukten für einen Großteil der peroxisomalen
Proteine. Um modellhaft die Wechselwirkungen zwischen ORMDL und dem Proteom
einer Organelle zu beschreiben, wurden die PPI zwischen ORMDL1, ORMDL2 und
ORMDL3 und 42 peroxisomalen Proteinen untersucht. Wir führten auch diese BRET-
Interaktionsexperimente in COS-7-Zellen durch (Abschnitt 2.2.10).
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
ABCD1 0,023 0,028 0,028
ABCD4 0,219 0,158 0,255
ABCD5 0,219 0,130 0,073
ACAA1 0,025 0,039 0,047
ACOT2 0,025 0,029 0,045
ACSL4 0,079 0,034 0,035
ACSL5 0,250 0,400 0,202
ALDH3A2 0,025 0,037 0,082
AMACR 0,019 0,044 0,033
BAAT 0,045 0,049 0,039
DNM1L 0,029 0,015 0,067
EPHX2 0,028 0,055 0,053
FIS1 0,132 0,127 0,101
GNPAT 0,038 0,035 0,043
GSTK1 0,076 0,054 0,063
HACL1 0,076 0,042 0,019
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MOSC2 0,084 0,0365 0,019
MPV17 0,167 0,351 0,245
MPV172L2 0,075 0,083 0,040
PEX1 0,037 0,032 0,041
PEX5 0,008 0,024 0,031
PEX6 0,045 0,007 0,044
PEX7 0,053 0,043 0,039
PEX101 0,031 0,037 0,033
PEX102 0,013 0,052 0,026
PEX11A 0,058 0,050 0,046
PEX11B 0,052 0,068 0,054
PEX11G 0,051 0,057 0,042
PEX12 0,073 0,088 0,048
PEX13 0,097 0,160 0,107
PEX14 0,026 0,059 0,042
PEX19 0,045 0,077 0,089
PEX26 0,218 0,101 0,153
PXMP3 0,020 0,044 0,021
PXMP4 0,071 0,085 0,081
PHYH 0,047 0,057 0,033
RHOC 0,032 0,063 0,036
SLC25A17 0,197 0,114 0,109
TRIM37 0,074 0,010 0,048
Tabelle 3.9: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit peroxisomalen Proteinen. Angegeben ist
jeweils die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen. Grün: positive PPI (UT: 0,0915); Rot:
negative PPI (LT: 0,0859); Grau: in BRET-Interaktionsexperimenten Zuordnung nicht möglich
(Werte zwischen LT und UT).
Von den 41 untersuchten Interaktionen waren nur 8 beziehungsweise 19,5 % positiv:
ABCD4, ABCD5, ACSL5, FIS1, MPV17, PEX13, PEX26 und SLC25A17 (Tabelle 3.9).
Eine Falsch-Positiv-Rate von ca. 2,8 % muss, wie in Abschnitt 2.2.10 dargestellt, bei
der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden. Für die Membranproteine der
ABC-Transporter der Subfamilie D (ABCD4, ABCD5) ist jedoch neben der Lokalisation
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in Peroxisomen auch eine ER-Lokalisation bekannt und für PEX26 und PEX13 wird
eine Funktion im Trafficking von Proteinen ins Peroxisom angenommen (Gould u. a.
1996, Weller u. a. 2005), sodass eine Interaktion mit ORDML jeweils weder gegen die
aufgestellten Hypothesen spricht noch für eine relevante Funktion von ORMDL im
peroxisomalen Proteom sprechen muss.
3.1.12 Validierung des ORMDL-Interaktoms mittels eines zufälligen
Referenzdatensatzes
Schließlich wurde zur Validierung der bisherigen hypothesengetriebenen Untersuchung
von PPI der ORMDL-Proteinfamilie ein Screen gegen 35 zufällig ausgewählte Proteine
unseres cDNA-Repositoriums durchgeführt. Dieser Ansatz eines zufälligen Referenzda-
tensatzes (random reference set, RRS) (Vidal 2016) kann genutzt werden, um die Spezifität
der Methode zu demonstrieren. Wie bereits in Abschnitt 2.2.10 dargestellt, diente ein zu-
fälliger Referenzdatensatz auch der Etablierung der BRET-spezifischen Schwellenwerte.
Zuvor bereits untersuchte Interaktionspartner wurden von einer Ziehung ausgeschlos-
sen. Wir führten auch diese BRET-Interaktionsexperimente in COS-7-Zellen durch.
Proteine ORMDL1 ORMDL2 ORMDL3
ACADM 0,060 0,073 0,049
ACADS 0,045 0,034 0,026
BCL10 0,033 0,034 0,031
CARD9 0,027 0,032 0,019
COPS5 0,040 0,075 0,059
CXCL1 0,040 0,021 0,037
CXCL2 0,035 0,031 0,060
CXCL3 0,038 0,050 0,066
DDX3Y 0,028 0,045 0,028
DDX5 0,018 0,026 0,018
DIPA 0,026 0,045 0,030
FOS 0,009 0,025 0,063
FYN 0,024 0,006 0,011
GCDH 0,014 0,011 -0,008
GZMB 0,059 0,097 0,087
HADHA 0,028 0,031 0,032
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HLX 0,082 0,020 0,043
HNRNPK 0,052 0,020 0,040
IL8 0,049 0,048 0,054
IVD 0,051 0,040 0,047
JUN 0,013 0,030 0,039
KRT17 0,051 0,038 0,016
MIF 0,036 0,076 0,028
RAD50 0,065 0,053 0,067
RPS19 0,036 0,030 0,009
SENP3 0,025 0,006 0,019
SLU7 0,009 0,027 0,040
SNX6 0,006 -0,005 -0,010
SPINK5 0,053 0,050 0,013
TEAD2 0,019 0,069 0,023
TBX21 0,044 0,022 0,030
TCL1A 0,065 0,071 0,068
TUBA3C 0,025 0,030 0,031
TUBB3 -0,046 -0,015 -0,016
UBE2l 0,057 0,061 0,063
Tabelle 3.10: BRET-Ratios der PPI von ORMDL mit zufällig ausgewählten Proteinen (RRS).
Angegeben ist jeweils die maximale BRET-Ratio der 8 Tag-Kombinationen. Grün: positive PPI
(UT: 0,0915); Rot: negative PPI (LT: 0,0859); Grau: in BRET-Interaktionsexperimenten Zuordnung
nicht möglich (Werte zwischen LT und UT).
Nur für eines dieser Proteine ließ sich eine positive Interaktion mit einem Protein
der ORMDL-Familie nachweisen: ORMDL2 interagiert mit GZMB (Tabelle 3.10). Auch
hier ist eine Falsch-Positiv-Rate von 2,8 % wie in Abschnitt 2.2.10 dargestellt zu er-
warten gewesen. Zwei Interaktionen lagen im Graubereich, hier war eine Zuordnung
nicht möglich. Diese 35 Proteine haben die folgende subzelluläre Verteilung: Nukleus 22
(62 %), Zytosol 26 (74 %), Mitochondrium 5 (14 %), ER 3 (9 %), Membran 15 (43 %) und
Extrazellulärraum 6 (17 %). Eine Zuordnung zu mehreren Kompartimenten ist mög-
lich. Die Zuordnung entspricht den Daten des Gene Ontology Consortium (abgerufen am
06.10.2015, Ashburner u. a. 2000). Proteine des ER sind in unserem cDNA-Repositorium
unterrepräsentiert, während mitochondriale und nukleäre Proteine überrepräsentiert
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sind. Dennoch zeigt der fehlende Nachweis von Interaktionen mit diesen zufällig aus-
gewählten Proteinen, dass in den vorherigen hypothesengetriebenen Untersuchungen
überzufällig viele neue, positive Interaktionen identifiziert werden konnten. Während
in den 105 untersuchten Interaktionen mit dem RRS-Datensatz nur 2 positive Interaktio-
nen bestimmt werden konnten (1,9 %), konnten unter den 366 untersuchten Interaktion
in den hypothesengetriebenen Ansätzen 166 positive Interaktion bestimmt werden (dies
entspricht einem Anteil von 45,4 %).
3.1.13 Zusammenfassung zur Erweiterung des ORMDL-Interaktoms
Abbildung 3.4: Übersicht über die Verteilung der positiven und negativen Resultate der Interak-
tionsuntersuchungen für die Proteine der ORMDL-Familie und möglicher Interaktionspartner
in Abhängigkeit von der subzellulären Lokalisation
ORMDL 1, ORMDL2 und ORMDL3 bilden höhermolekulare Hetero- und Homooli-
gomere. Dies wurde bereits zuvor in Saccharomyces cerevisiae gezeigt (Breslow u. a. 2010),
konnte in dieser Arbeit jedoch nun auch für die humanen ORMDL-Proteine mit zwei
Methoden nachgewiesen werden. Die ORMDL-Proteine interagieren zugleich mit ei-
ner Vielzahl anderer Proteine. Von 471 getesteten Interaktionen waren 168 positiv und
fünf im Graubereich. ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 teilen fast alle ihre Interak-
tionspartner, unter allen getesteten Proteinen finden sich nur vier Proteine (FKBP1A,
CCL1, ABCD5, GZMB), die nicht zugleich mit allen drei Proteinen der ORMDL-Familie
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interagieren. Die ORMDL-Proteine interagieren dabei bevorzugt mit anderen Membran-
proteinen sowie Proteinen des ER, des Golgi-Apparats und der Plasmamembran.
3.1.14 Ergänzung eines hypothesenfreien Ansatzes mittels Koimmun-
präzipitation zur Erweiterung des ORMDL-Interaktoms
Zur nicht hypothesengetriebenen Erweiterung des ORMDL-Interaktoms wurde eine
weitere Methode verwendet. Wie in Abschnitt 2.2.9 dargestellt wurden HEK-Flp-In-293
Zellen stabil transfiziert mit einem pCD001-Vektor, sodass ein Protein A markiertes
ORMDL3-Konstrukt in diesen Zellen exprimiert wird. Durch Koimmunpräzipitation
und anschließende Tandem-Massenspektroskopie dieser Zellen wurden an der Ruhr-
universität Bochum im Labor für Systembiochemie des Instituts für Biochemie und
Pathobiochemie in der Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang Schliebs weitere Interaktions-
partner von ORMDL3 identifiziert (Bharti u. a. 2011, Gronemeyer u. a. 2013, Wiese u. a.
2007). Im Folgenden sind zum einen die wahrscheinlichen und zum anderen die mög-
lichen Interaktionspartner von ORMDL3 aufgeführt. Es ließen sich 14 möglicherweise
Abbildung 3.5: Positive Interaktionspartner von ORMDL3 in der Co-IP. Aufgetragen ist die
Masse (m/z) auf der X-Achse gegen arbitrary units of intensity auf der Y-Achse, gezeigt werden
die spectral counts in der Bande des ORMDL-Komplexes (blau) und in der Bande der Flp-In-
Zellen ohne genomische Integration (rot). Diese Daten wurden durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Wolfgang Schliebs an der Ruhruniversität Bochum erhoben (Bharti u. a. 2011, Gronemeyer
u. a. 2013, Wiese u. a. 2007).
positive Interaktionspartner von ORMDL3 identifizieren, wovon anhand der metho-
denspezifischen Schwellenwerte der Massenspektroskopie 8 als hochwahrscheinlich
und 6 als möglich gewertet werden müssen. Unter den 14 möglichen Interaktionspart-
nern von ORMDL3 befinden sich 6 nukleäre, 1 peroxisomales, 8 zytoplasmatische und
6 membranständige Proteine, darunter 3 ER-Membranproteine. 7 dieser Proteine ha-
ben eine Funktion in der Translation und 3 Proteine im Fettsäurestoffwechsel. Calnexin
fungiert als Chaperon und RTN4 kann die APP-Prozessierung (siehe auch Araki u. a.
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Abbildung 3.6: Möglicherweise positive Interaktionspartner von ORMDL3 in der Co-IP. Auf-
getragen ist die Masse (m/z) auf der X-Achse gegen arbitrary units of intensity auf der Y-Achse,
gezeigt werden die spectral counts in der Bande des ORMDL-Komplexes (blau) und in der Bande
der Flp-In-Zellen ohne genomische Integration (rot). Diese Daten wurden ebenfalls durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang Schliebs erhoben (Bharti u. a. 2011, Gronemeyer u. a. 2013,
Wiese u. a. 2007).
2007 in Kapitel 1.2) inhibieren. Unter den 8 hoch wahrscheinlichen Interaktionspart-
nern sind mit SPTLC1 und CANX zwei bereits durch Breslow und Kollegen bzw. durch
Cantero-Recasens und Kollegen identifizierte Proteine, die durch uns bereits mittels
BRET bestätigt wurden. Die Bestätigung der Interaktion mit SPTLC1 ist Teil der Publi-
kation zur Assoziation von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit Asthma (Toncheva
u. a. 2015). Die 12 anderen identifizierten ORMDL3-Interaktionspartner waren hinge-
gen im Zusammenhang mit ORDML bisher nicht untersucht worden. Eine Ausnahme
bildet RPS19, das in unserer zufälligen Referenzauswahl enthalten war und als negativ
gewertet wurde.
3.2 ORMDL und der β2-AR
Wie in Abschnitt 3.1.7 dargestellt, konnten wir für das ORMDL-Interaktom einige Inter-
aktionen mit in der Asthmapathogenese relevanten Membranrezeptoren nachweisen,
darunter der GPCR β2-AR. Es handelt sich um den ersten Nachweis einer PPI zwi-
schen den ORMDL-Proteinen und β2-AR. Im Folgenden haben wir uns der genaueren
Charakterisierung der Interaktion von ORMDL und β2-AR gewidmet. Hierzu erfolgte
(1) eine genauere Untersuchung der Interaktion von ORMDL3 mit dem β2-AR mittels
BRET-Sättigungsexperimenten, (2) die Bestätigung dieser Interaktion durch eine zwei-
te Methode (Co-IP), (3) die Untersuchung der Homo- und Heterooligomeriserung von
β2-AR-Varianten (BRET), (4) die Untersuchung der β2-AR-Oberflächenexpression unter
dem Einfluss von ORMDL (ELISA) und schließlich (5) die Untersuchung der Interaktion
von ORMDL3 mit den β2-AR-Varianten unter dem Einfluss von β-Sympathomimetika
(BRET).
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3.2.1 Charakterisierung der Interaktion von ORMDL mit β2-AR mit-
tels BRET-Sättigungsexperimenten
Zunächst wurde die Interaktion von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit dem β2-AR
untersucht. Diese Experimente erfolgten in HEK-293 Zellen mit 1 µg DNA pro Trans-
fektion. Es wurden die pDEST-Vektoren ORMDL1-N-Venus, ORMDL2-N-Venus und
OMDL3-N-Venus sowie pDEST-β2-AR-G16/Q27-N-hRluc verwendet.
Abbildung 3.7: BRET-Sättigungskurven für die Interaktion von β2-AR-N-hRluc-G16/Q27 (WT)
mit ORMDL1-N-Venus, ORMDL2-N-Venus oder ORMDL3-N-Venus zur Bestimmung der
BRET50 als Maß für die relative Bindungsaffinität und der maximalen BRET-Ratio (Plateau der
BRET-Ratio in den Sättigungsexperimenten (BRETmax)) als Maß für die Entfernung der BRET-
Markerproteine voneinander. Gezeigt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts
(n=5, unabhängige Experimente).
Es zeigt sich (Abbildung 3.7), dass β2-AR auf Proteinebene mit ORMDL1, ORMDL2
und ORMDL3 interagiert. Die höchste relative Bindungsaffinität findet sich für die
Interaktion von β2-AR mit ORMDL3, dem zuerst mit Asthma assoziierten Gen, mit einer
BRET50 von 0,31, die somit zwei- (p = 0,021, Bonferroni korrigiert p > 0,05) bzw. dreimal
(p = 0,004, Bonferroni korrigert p < 0,05) höher ist als die relative Bindungsaffinität
von β2-AR zu ORMDL1 oder ORMDL2 (Tabelle 3.11). Der Komplex aus ORMDL2 und
β2-AR zeigte zudem eine signifikant (p <0,05 nach Bonferroni-Korrektur für ORMDL2 vs.
ORMDL1 und ORMDL2 vs. ORMDL3) höhere BRETmax (ORMDL1 0,46; ORMDL2 0,78;
ORMDL3 0,40), was auf einer anderen N-terminalen tertiären Konformation beruhen
kann (Abbildung 3.7).
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Kombination BRET50 Vergleich p-Wert
β2-AR-G16/Q27 +
ORMDL1










0,31 ± 0,05 vs. β2-AR-G16/Q27 +
ORMDL1
> 0,05
Tabelle 3.11: Unterschiede der BRET50-Mittelwerte ± Standardfehler für die PPI von ORMDL1,
ORMDL2 bzw. ORMDL3 und β2-AR. Statistische Testung durch einfache ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur.
3.2.2 Bestätigung der Interaktion von ORMDL mit β2-AR mittels Ko-
immunpräzipitation
Die mittels BRET gefundene neue Interaktion zwischen den ORMDL-Proteinen und
β2-AR wurde mit einer zweiten Methode bestätigt. Hierzu wurde wiederum die Ko-
immunpräzipitation in COS-7-Zellen (Abschnitt 2.2.11) verwendet. Untersucht wur-
den die Kombinationen ORMDL1-V5 mit β2-AR-HA, ORMDL2-V5 mit β2-AR-HA und
ORMDL3-V5 mit β2-AR-HA. Als Kontrollen wurden ORMDL3-HA mit β2-AR-V5 (ge-
drehte Tag-Kombination) und eine negative Kontrolle mit PAH-V5 und ORMDL3-HA
verwendet sowie als weitere interne Kontrolle die bereits zuvor gezeigte ORMDL3 Ho-
modimerisierung (Abbildung 3.1) mitgeführt. Zur Detektion wurden die Antikörper
Ratten-Anti-Hämagglutinin- (Anti-HA) (Verdünnung 1:48), Maus-Anti-V5- (Verdün-
nung 1:5000) und Ziegen-Anti-Maus-IgG-HRP (Verdünnung 1:10000) verwendet. Die
Abbildung 3.8: Darstellung der Ergebnisse für die Co-IP der Oligomerisierung der ORMDL-
Proteine mit β2-AR. Es wurden β2-AR-Proteine, die ein N-terminales HA-Tag tragen, präzipitiert
mit einem Anti-HA-Antikörper (IP) und dann die ORMDL-Proteine detektiert mit einem Anti-
V5-Antikörper (IB). Zudem wurde (gedrehte Tag-Kombination) auch ORMDL3-HA präzipitiert
und dann β2-AR-V5 detektiert. Dargestellt sind die nachweisbaren Banden im Eluat für die
Oligomerisierung von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit β2-AR.
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spezifischen Banden für die Proteine ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 konnten mit
dem Anti-V5-Antikörper nachgewiesen werden im β2-AR-Präzipitat, wie auch die spe-
zifische Bande für β2-AR in der gedrehten Tag-Kombination im ORMDL3-Präzipitat.
Die Koimmunpräzipitation bestätigt die Ergebnisse der BRET-Interaktionsexperimente
(Abbildung 3.8).
3.2.3 Untersuchung der β2-AR Oligomerisierung in Abhängigkeit der
häufigsten Polymorphismen mittels BRET
Wir untersuchten in einem nächsten Schritt die β2-AR-Homooligomerisierung mittels
BRET, um zu testen, ob die aus der Literatur bekannten Eigenschaften in unserem
BRET-System nachvollzogen werden können und die Homooligomerisierung von β2-AR
nachweisbar ist. Für die Untersuchung von PPI ist der β2-Adrenorezeptor (β2-AR) von
besonderem Interesse, weil sich in den letzten Jahren die Erkenntnis durchsetzten konn-
te, dass β2-AR als Dimer oder sogar höhergradiges Oligomer seine Funktion an der
Zelloberfläche ausübt und nicht wie zuvor vermutet als Monomer. So wurde durch
BRET-Experimente gezeigt, dass β2-AR Homodimere bildet, diese bereits im ER ent-
stehen und auch in der Plasmamembran an der Zelloberfläche Dimere nachweisbar
sind (Cao u. a. 2005, Hebert u. a. 1996, Lan u. a. 2011, Mercier 2002, Salahpour 2004).
Für die Fusionsproteine von Rluc und GFP mit ADRB2 ist auch bekannt, dass sie in
Zellkulturen von transgenen Mäusen funktionell sind, unveränderte pharmakologische
Eigenschaften haben und eine erhaltene Fähigkeit zur Dimerisierung zeigen (Angers
u. a. 2000, Bubnell u. a. 2013, Huang u. a. 2009). Vor der weiteren Charakterisierung der
PPI zwischen β2-AR und den Proteinen der ORMDL-Familie wurde zudem mit BRET-
Sättigungsexperimenten die Homo- und Heterooligomerisierung von β2-AR-G16/Q27,
β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27 in HEK-293 Zellen untersucht, um eventuelle Un-
terschiede in der Oligomerisierung mit ORMDL gegenüber Unterschieden in der Homo-
und Heterooligomerisierung der β2-AR-Varianten abwägen zu können. Bei diesen drei
Varianten handelt es sich um die häufigsten im Zusammenhang mit Asthma untersuch-
ten Polymorphismen des ADRB2-Gens (Contopoulos u. a. 2005). Mutationen innerhalb
des ADRB2-Gens, die zu einer defekten Dimerisierungsdomäne (L284 in Transmembran-
domäne VI) führen, reduzieren die Oberflächenexpression von β2-AR um mindestens
50 % trotz erhaltener Rezeptorkonformation und -funktion (Salahpour 2004). Mutatio-
nen innerhalb der ER-Retentions-Regionen üben einen dominant-negativen Effekt auf
das Trafficking von unveränderten β2-AR zur Zelloberfläche aus (Salahpour 2004). Dies
ist eine wichtige Erkenntnis, denn so könnten verschiedene β2-AR-Allele auch einen
dominanten Effekt auf das Wildtyp-Allel ausüben. Mit einem Peptid, das an die Trans-
membrandomäne VI bindet, lässt sich andererseits die Dimerisierung verhindern, nicht
aber das Trafficking an die Zelloberfläche (Hebert u. a. 1996). Für die Homodimerisie-
rung wichtig sind die Domänen Leu284 (Salahpour 2004), Gly84 (Hebert u. a. 1996) und
die Transmembrandomäne VI über hydrophobe Wechselwirkungen (Gly276, Gly280,
Leu284) (Hebert u. a. 1996). Auch die Möglichkeit, dass es sich bei den Komplexen nicht
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um Dimere, sondern um höhermolekulare Oligomere handelt, wurde bereits untersucht
mittels FRET durch Fung et al.: hierzu wurden gereinigte β2-AR, die fluoreszierende Mar-
ker tragen, in eine Doppellipidschicht eingebettet. Sie lagen vorwiegend als Tetramere
vor, auf die Gabe eines inversen Agonisten hin sogar als Oktamere. Wurden hingegen
stimulierende G-Proteine hinzugegeben, so waren die Oligomere deutlich instabiler,
was dahingehend gedeutet wurde, dass höhermolekulare Oligomere inaktive Zustände
des Rezeptors darstellen könnten. Aufgrund der Untersuchung in reinen Doppellipid-
schichten konnte zudem bewiesen werden, dass β2-AR ohne Einfluss weiterer Proteine
Oligomere bilden kann. Einschränkend ist jedoch festzustellen, dass es sich um eine
deutliche Überexpression der Rezeptoren in der Doppellipidschicht handelte, sodass
es auch zu einer unphysiologischen Bildung von Oligomeren kommen könnte (Fung
u. a. 2009). Auch bis auf die Ebene einzelner Rezeptoren wurde β2-AR bereits dargestellt
und es konnte gezeigt werden, dass die Rezeptoren frei in der Plasmamembran diffun-
dieren, zugleich in Abhängigkeit von der β2-AR-Konzentration an der Zelloberfläche
als Monomere, Dimere, Trimere und Tetramere vorliegen und dies auch bereits bei fast
physiologischen Konzentrationen (Calebiro u. a. 2013). Wir konnten in unserem BRET-
Abbildung 3.9: Sättigungskurven der PPI für die (A) Homooligomerisierung bzw. (B) He-
terooligomerisierung der β2-AR-Varianten (als Referenz ist hier die Homooligomerisierung von
β2-AR-G16/Q27 erneut aufgeführt). Dargestellt sind jeweils die Sättigungskurven (Mittelwerte
± Standardfehler des Mittelwerts) sowie die BRET50 als Boxplot mit Angabe der minimalen und
maximalen Werte durch die Antennen aus n ≥ 4 unabhängigen Experimenten.
System bestätigen, dass β2-AR Homooligomere bildet (Abbildung 3.9). Dies gilt sowohl
für die Homooligomerisierung des häufigsten Haplotyp β2-AR-G16/Q27 als auch für
die beiden anderen Rezeptorvarianten β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27. Weiterhin
konnten wir erstmals nachweisen, dass sich die Bindungsaffinitäten der verschiedenen
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Haplotypen in der Hetero- und Homooligomerisierung dieser drei Varianten gleichen,
denn sowohl in der Heterooligomerisierung von β2-AR-G16/Q27 mit β2-AR-R16/Q27
bzw. β2-AR-G16/E27 als auch in der Homooligomerisierung von β2-AR-G16/Q27, β2-AR-
R16/Q27 oder β2-AR-G16/E27 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in einer
einfachen ANOVA mit Bonferroni-Korrektur für multiple Vergleiche (Tabelle 3.12) und
somit kein Hinweis auf ein bevorzugtes Auftreten einer Hetero- oder Homooligomeri-
sierung von Varianten der β2-Adrenorezeptoren.
Kombination BRET50 p-Wert
β2-AR-G16/Q27 + β2-AR-G16/Q27 0,93 ± 0,11 > 0,05
β2-AR-R16/Q27 + β2-AR-R16/Q27 1,02 ± 0,15 > 0,05
β2-AR-G16/E27 + β2-AR-G16/E27 0,83 ± 0,13 > 0,05
β2-AR-G16/Q27 + β2-AR-R16/Q27 1,03 ± 0,16 > 0,05
β2-AR-G16/Q27 + β2-AR-G16/E27 0,82 ± 0,13 > 0,05
Tabelle 3.12: BRET50-Mittelwerte ± Standardfehler für die PPI der β2-AR-Varianten aus n ≥
4 unabhängigen Experimenten. Statistische Testung durch einfache ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur.
3.2.4 Interaktion zwischen ORMDL3 und den β2-AR-Varianten mit
unterschiedlicher Affinität
In einem nächsten Schritt wurde die Interaktion von ORMDL mit den verschiedenen
β2-AR-Allelen untersucht. Da ORMDL3 im Vergleich zu ORMDL1 und ORMDL2 die
höchste relative Affinität für die Bindung mit β2-AR aufwies und ORMDL3 (Moffatt u. a.
2007) vor ORMDL1 und ORMDL2 (Toncheva u. a. 2015) als relevant für die Pathogenese
von Asthma identifiziert worden ist, wurde nur ORMDL3 genauer charakterisiert. Diese
Experimente erfolgten in HEK-293 Zellen mit 1 µg DNA pro Transfektion. Es wurden
die pDEST-Vektoren ORMDL3-N-hRluc und β2-AR-G16/Q27-N-Venus, β2-AR-R16/Q27-
N-Venus bzw. β2-AR-G16/E27-N-Venus verwendet.
Auch für die β2-AR-Varianten β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27 konnte eine In-
teraktion mit ORMDL3 nachgewiesen werden. Die BRETmax unterschied sich nicht
signifikant (einfache ANOVA) für die einzelnen β2-AR-Varianten, hingegen war die
relative Bindungsaffinität signifikant geringer für die Interaktion von ORMDL3 mit
β2-AR-G16/E27 (BRET50 = 0.59 ± 0.04) verglichen mit ORMDL3 und β2-AR-G16/Q27
(BRET50 = 0.33 ± 0.06) oder ORMDL3 und β2-AR-R16/Q27 (BRET50 = 0.28 ± 0.01)
(Abbildung 3.11). Hier konnte somit erstmals nachgewiesen werden, dass die Bildung
von Heterooligomeren zwischen ORMDL3 und β2-AR abhängig sein kann von β2-AR-
Haplotypen, die möglicherweise einen Einfluss auf die Wirksamkeit von β-Sympatho-
mimetika haben.
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Abbildung 3.10: Sättigungskurven der PPI zwischen ORMDL3 und den β2-AR-Varianten β2-AR-
G16/Q27, β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27. Dargestellt sind Mittelwerte± Standardfehler des
Mittelwerts (n = 4, unabhängige Experimente).
Abbildung 3.11: Dargestellt sind als Boxplot mit Angabe des minimalen und maximalen Werten
durch die Antennen (A) die BRETmax sowie (B) die relative Bindungsaffinität BRET50 jeweils für
die Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR-G16/Q27, β2-AR-R16/Q27 bzw. β2-AR-G16/E27 (n = 4,
unabhängige Experimente). Signifikanz nach einfacher ANOVA mit Bonferonni-Korrektur p <
0, 05.
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3.2.5 Modulation der Interaktionen von ORMDL mit β2-AR durch β-
Sympathomimetika in Abhängigkeit vom β2-AR-Allel
Wir konnten zeigen, dass auch ORMDL3 mit β2-AR interagiert und die Bindungsaffi-
nität durch β2-AR-Haplotypen beeinflusst werden kann. Es ist bereits bekannt, dass β-
Sympathomimetika die Homooligomerisierung von β2-AR verstärken können (Hebert
u. a. 1996). Daher untersuchten wir, ob die Interaktion zwischen ORMDL3 und β2-AR
wiederum durch β-Sympathomimetika beeinflusst wird. Verwendet wurden Clenbu-
terol (0,5 µM), Isoproterenol (1 µM), Salmeterol (0,2 µM) und Salbutamol (1,25 µM).
Aufgrund der Lokalisation von ORMDL3 im ER bestand die Hypothese, dass nur lipo-
phile β-Sympathomimetika (Clenbuterol und Salmeterol) einen Einfluss auf die PPI von
ORMDL3 und β2-AR haben können. Zudem wurden kurz- (Clenbuterol, Salbutamol,
Isoproterenol) und lang-wirksame (Salmeterol) β-Sympathomimetika verwendet. Die
Experimente wurden in HEK-293-Zellen mit den BRET-Vektoren pDEST-ORMDL3-N-
hRluc und β2-AR-G16/Q27-N-Venus, β2-AR-R16/Q27-N-Venus bzw. β2-AR-G16/E27-N-
Venus durchgeführt.
Die Interaktion zwischen ORMDL3 und β2-AR-G16/Q27 (Abbildung 3.12 (A)) wur-
de nur durch Clenbuterol beeinflusst, das die relative Affinität der Bindung signifikant
verminderte (BRET50 0, 86 ± 0.12) gegenüber der Kontrollbedingung ohne Medikamen-
tenzugabe (p<0,05, Bonferroni-korrigiert). Für die Interaktion zwischen ORMDL3 und
β2-AR-R16/Q27 (Abbildung 3.12 (B)) zeigte sich, dass die BRET50 durch alle β-Sym-
pathomimetika erhöht wird, dieser Einfluss war allerdings nur für Salmeterol (BRET50
0, 89±0, 14; p<0,05, Bonferroni-korrigiert) und Isoproterenol (BRET50 0, 92±0, 13; p<0,05,
Bonferroni-korrigiert) signifikant. Für die Interaktion zwischen ORMDL3 und β2-AR-
G16/E27 (Abbildung 3.12 (C)) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der BRET50
nach Bonferroni-Korrektur und somit keine Unterschiede in der Affinität unter der
Zugabe der verschiedenen β-Sympathomimetika.
3.2.6 Modulation der β2-AR Homooligomerisierung durch β-Sympa-
thomimetika in Abhängigkeit vom β2-AR-Allel
β-Sympathomimetika haben einen Einfluss auf die Homooligomerisierung von β2-AR
(Hebert u. a. 1996). Abschließend wurde nun untersucht, ob sich dies in unserem BRET-
System nachvollziehen lässt und ob die β-Sympathomimetika einen unterschiedlichen
Einfluss auf die Homooligomerisierung der β2-AR-Varianten haben, wie er bereits für die
Interaktion mit ORMDL3 gezeigt wurde. Es erfolgte die Testung unter dem Einfluss von
Clenbuterol (0,5 µM), Isoproterenol (1 µM), Salmeterol (0,2 µM) oder Salbutamol (1,25
µM) wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben. Die Experimente wurden in HEK-293-Zellen
durchgeführt. Verwendet wurden die BRET-Vektoren (pDEST) für β2-AR-G16/Q27-N-
Venus, β2-AR-R16/Q27-N-Venus bzw. β2-AR-G16/E27-N-Venus und β2-AR-G16/Q27-N-
hRluc, β2-AR-R16/Q27-N-hRluc bzw. β2-AR-G16/E27-N-hRluc.
Für den häufigsten Haplotyp β2-AR-G16/Q27 konnte die aus der Literatur bekann-
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Abbildung 3.12: BRET-Sättigungskurven der PPI zwischen ORMDL3 und den β2-AR-Varianten
(A) β2-AR-G16/Q27 (B) β2-AR-R16/Q27 und (C) β2-AR-G16/E27 unter dem Einfluss von vier
verschiedenen β-Sympathomimetika. Dargestellt sind jeweils die Sättigungskurven sowie die
BRET50 als Boxplot mit Angabe de minimalen und maximalen Werte durch die Antennen.
Durch *, ** und *** sind die in einer einfachen ANOVA mit Bonferroni Korrektur signifikanten
Unterschiede der BRET50 angegeben. Signifikanzniveaus *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
Es handelt sich um Ergebnisse aus n=4 Experimenten, die jeweils in Duplikaten durchgeführt
wurden.
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Abbildung 3.13: BRET50 der Homooligomerisierung der β2-AR-Varianten (A) β2-AR-G16/Q27
(B) β2-AR-R16/Q27 und (C) β2-AR-G16/E27 unter dem Einfluss von vier verschiedenen β-
Sympathomimetika. Dargestellt ist die BRET50 als Boxplot mit Angabe der minimalen und
maximalen Werte durch die Antennen. Durch * und ** sind die in einer einfachen ANOVA mit
Bonferroni Korrektur signifikanten Unterschiede der BRET50 angegeben. Signifikanzniveaus *p
< 0,05, ** p < 0,01. Es handelt sich um Ergebnisse aus n ≥ 4 unabhängigen Experimenten.
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te Beeinflussung der Homooligomerisierung durch Isoproterenol (Hebert u.a. 1996)
nachvollzogen werden. Es zeigte sich eine auch nach Bonferroni-Korrektur signifikant
(p<0,05) niedrigere BRET50 und somit eine deutlich stärkere Bindungsaffinität nach der
Zugabe von Isoproterenol (Abbildung 3.13 (A)). Die BRET50 lag ohne β-Sympathomime-
tikum bei 1, 02± 0, 12, nach Zugabe von Isoproterenol bei 0, 55± 0, 10, nach Zugabe von
Salbutamol bei 0, 49±0, 07, nach Zugabe von Clenbuterol bei 0, 61±0, 16 und nach Zuga-
be von Salmeterol bei 1, 06 ± 0, 23. Die Affinität wurde also auch durch Salbutamol und
Clenbuterol signifikant (p<0,05 nach Bonferroni-Korrektur) erhöht. Für die selteneren
Haplotypen β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27 zeigten sich hingegen keine signifi-
kanten Unterschiede der BRET50 und somit keine Beeinflussung der Bindungsaffinität
der Homooligomerisierung durch die Zugabe der verschiedenen β-Sympathomimetika
(Abbildung 3.13 (B) und (C)).
3.2.7 β2-AR-Oberflächenexpression unter ORMDL-Einfluss im In-Cell/
On-Cell-ELISA
Wie bereits in Abschnitt 3.1.8 beschrieben haben wird aufgrund der Lokalisation der
ORMDL-Proteine im ER sowie den PPI mit zahlreichen Membranproteinen und Cha-
peronen die Hypothese einer übergeordneten Funktion von ORMDL als Chaperon oder
akzessorisches Protein aufgestellt. Um diese Hypothese zu prüfen, haben wir den Ein-
fluss von ORMDL auf die Oberflächenexpression des Asthmapathogenese-relevanten
β2-AR untersucht. Auch diese Experimente wurden nur für ORMD3 durchgeführt. Zur
Untersuchung der Oberflächenexpression von β2-AR wandten wir die In-Cell/On-Cell-
ELISA Methode an, wie in Abschnitt 2.2.12 beschrieben. Die In-Cell/On-Cell-ELISA Ex-
perimente wurden in transient mit pEF-DEST51-Vektoren transfizierten HEK-293 Zellen
durchgeführt. Untersucht wurde die Kombination von ORMDL3 mit β2-AR-G16/Q27,
β2-AR-R16/Q27 bzw. β2-AR-G16/E27 sowie zur Kontrolle die Kombination von PAH
mit den β2-AR-Varianten (Abbildung 3.15). Um auszuschließen, dass die Gesamtmen-
ge an β2-AR-Expression in einer Kotransfektion mit ORMDL3 durch ORMDL3 beein-
flusst wird, wurde auch die Expression von β2-AR-N-hRluc (pEF-DEST51-ADRB2-N-
hRluc-Vektor) in Zellen nach Kotransfektion mit dem pEF-DEST51-ORMDL3 bzw. pEF-
DEST51-PAH verglichen (Abbildung 3.14). In Abbildung 3.14 (A) ist zu sehen, dass
sich das Luciferasesignal nach der Koexpression von ORMDL3 gegenüber einer Kon-
trollbedingung mit PAH nicht unterscheidet. In Abbildung 3.14 (B) ist zu sehen, dass
auch in den In-Cell ELISA Experimenten die Proteinmenge pro Zelle von β2-AR in der
Koexpression mit ORMDL3 mit 0, 23 ± 0, 01 verglichen mit 0, 26 ± 0, 01 unter Koex-
pression von PAH nicht verschieden ist (p = 0, 07). Die β2-AR-Oberflächenexpression
hingegen wurde durch die Kotransfektion mit ORMDL3 gegenüber der Kotransfektion
mit PAH signifikant (p < 0, 01) erhöht von 0, 042±0, 01 auf 0, 13±0, 02. Nachdem bereits
gezeigt werden konnte, dass sich die Affinität von ORMDL3 zu den β2-AR-Varianten
β2-AR-G16/Q27, β2-AR-R16/Q27 bzw. β2-AR-G16/E27 unterscheidet, wurde nun auch un-
tersucht, ob die Oberflächenexpression im In-Cell/On-Cell ELISA dadurch beeinflusst
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Abbildung 3.14: Dargestellt ist (A) der Nachweis gleicher Expressionsstärke des transient trans-
fizierten β2-AR-N-hRluc-Konstrukts unter Kotransfektion mit PAH bzw. ORMDL3 (Boxplot mit
Angabe der minimalen und maximalen Werte durch die Antennen) im Luciferaseassay und
(B) die im Vergleich zwischen Kotransfektion mit PAH bzw. ORDML3 durch ORMDL3 erhöhte
Oberflächenexpression von β2-AR (G16/Q27) im Vergleich zwischen In-Cell- und On-Cell-ELISA.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n = 8 Messungen). Proteinmenge entspricht der
Absorption bei 450 nm, Zellmenge der Absorption bei 615 nm.
Abbildung 3.15: Dargestellt sind die On-Cell ELISA Ergebnisse für die Kotransfektion der
β2-AR-Varianten mit PAH (grau) bzw. ORMDL3 (schwarz). Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 8 Messungen). * kennzeichnet nach Bonferroni-Korrektur signifikante un-
terschiedliche Vergleiche. Proteinmenge entspricht der Absorption bei 450 nm, Zellmenge der
Absorption bei 615 nm.
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wird. Im In-Cell-ELISA gab es keine Unterschiede hinsichtlich der Gesamtexpression
der β2-AR-Varianten in Zellen mit oder ohne ORMDL-Überexpression (p > 0, 05 in der
einfachen ANOVA). Die On-Cell-ELISA-Ratio für β2-AR wurde hingegen in Abhän-
gigkeit von der β2-AR-Variante durch eine ORMDL3-Überexpression beeinflusst. Die
durchschnittliche On-cell-ELISA-Ratio für β2-AR-G16/Q27 war 0, 04 ± 0, 01 verglichen
mit 0, 13 ± 0, 02 für ORMDL3-kotransfizierte Zellen (p < 0, 001, einfache ANOVA), für
β2-AR-R16/Q27 0, 15± 0, 01 verglichen mit 0, 19± 0, 02 für ORMDL3-kotransfizierte Zel-
len (p > 0, 05, einfache ANOVA) und für β2-AR-G16/E27 0, 10 ± 0, 01 verglichen mit
0, 14± 0, 01 für ORMDL3-kotransfizierte Zellen (p < 0, 05, einfache ANOVA). Somit war
die Oberflächenexpression von β2-AR-G16/Q27 und β2-AR-G16/E27 signifikant erhöht
nach Überexpression von ORMDL3 verglichen mit der Kontrollbedingung, während die
Erhöhung der Oberflächenexpression von β2-AR-R16/Q27 nicht signifikant war. Die Zu-
nahme der Oberflächenexpression war stärker ausgeprägt für β2-AR-G16/Q27 (3,3-fach)
verglichen mit β2-AR-G16/E27 (1,4-fach) und β2-AR-R16/Q27 (1,3-fach).
Kapitel 4
Diskussion
Im Folgenden sollen die Ergebnisse im Kontext der zuvor aufgestellten Zielsetzung der
Arbeit diskutiert werden. Ziel dieser Dissertation war die funktionelle Charakterisie-
rung der ORMDL-Proteinfamilie über den hypothesengesteuerten Nachweis von PPI
insbesondere mit möglichen Asthma-relevanten Interaktionspartnern. Es gelang (1) der
Nachweis einer Homo- und Heteroligomerisierung der ORMDL-Proteine, (2) die Cha-
rakterisierung eines ORMDL-Interaktoms über die Untersuchung von mehr als 450 PPI
mit der Identifikation neuer und möglicherweise pathogenetisch relevanter PPI und (3)
die nähere Charakterisierung der Interaktion von ORMDL3 mit dem β2-AR in Abhän-
gigkeit vom Allelstatus des β2-AR sowie unter dem Einfluss von β-Sympathomimetika.
4.1 Relevanz der ORMDL Homo- und Heterooligomeri-
sierung
Dass die ORMDL-Proteine miteinander interagieren, ließ sich aufgrund der bekannten
PPI zwischen ORM1 und ORM2 in Saccharomyces cerevisiae bereits vermuten (Hjelm-
qvist u. a. 2002). Aus der gleichen Arbeit war auch bekannt, dass ORMDL1, ORMDL2
und ORMDL3 in menschlichen Geweben ubiquitär exprimiert werden. In Rahmen die-
ser Dissertation konnte nun gezeigt werden, dass ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3
tatsächlich Homo- und Heterooligomere bilden. Dieser Nachweis gelang mit zwei un-
terschiedlichen Methoden in vitro (Co-IP und BRET) und ist Teil der Publikation von
Toncheva und Kollegen (2015). Der Nachweis der Homo- und Heterooligomerisierung
der ORMDL-Varianten wurde im gleichen Jahr auch durch Kiefer und Kollegen mittels
der verwandten Methode Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) geführt (Kiefer
u. a. 2015).
Die Oligomerisierung aller drei bekannten humanen ORMDL-Proteine lässt vermu-
ten, dass sie ihre Funktion in höhermolekularen Komplexen ausüben, wobei es sich
sowohl um Dimere als auch um komplexere Oligomere handeln könnte. Eine mög-
liche funktionelle Relevanz solcher Oligomere der ORMDL-Proteine wurde ebenfalls
durch Kiefer und Kollegen aufgezeigt: während der Knockout der ORMDL-Proteine
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zu einer signifikanten Erhöhung der totalen Ceramidproduktion führte (durch eine
erhöhte SPT1-Aktivität), hatte die Überexpression einzelner ORMDL-Varianten keinen
Einfluss auf die Menge an Ceramid. Wurden jedoch alle drei ORMDL-Varianten zugleich
überexprimiert, so ergab sich eine vollständige Blockade der Ceramidproduktion. Die
ORMDL-Proteine übten hier also ihren negativen regulatorischen Einfluss nur gemein-
sam aus (Kiefer u. a. 2015).
Wir konnten wiederum in unseren BRET-Experimenten nachweisen, dass die Hetero-
im Vergleich zur Homooligomerisierung mit gleich großer oder sogar erhöhter Neigung
erfolgt. So war die Affinität (BRET50) von ORMDL2/ORMDL3 und ORMDL2/ORMDL1,
Heterooligomere zu bilden, signifikant höher als für die jeweiligen Homooligomere von
ORMDL2 oder ORMDL3. Dies kann bedeuten, dass die ORMDL-Proteine nicht un-
abhängig voneinander agieren, sondern in variierenden Kombinationen der einzelnen
ORMDL-Varianten und zugleich andere Proteine insbesondere der Membran des ER
eingebunden sind (Kapitel 4.2). Aus einer Bildung von heterooligomeren Komplexen
folgt theoretisch auch, dass Polymorphismen, die die Expression einer der ORMDL-
Varianten verändern, einen Einfluss auf die Funktion aller in der Zelle vorhandenen
ORDML-Proteine haben könnten (Toncheva u. a. 2015), auch wenn dies in der Sphingo-
lipidsynthese nicht der Fall zu sein scheint. Dies ist bedeutsam, denn die mit Asthma
assoziierten Polymorphismen liegen alle außerhalb der Protein-codierenden ORMDL-
Gensequenzen und üben einen Einfluss auf das ORMDL-Expressionsniveau aus, verän-
dern jedoch nicht die ORMDL-Proteine per se (Schedel u. a. 2015, Toncheva u. a. 2015).
Durch eine veränderte Expression der ORMDL-Proteine abhängig vom Allel-Status
kann es somit, unter Berücksichtigung der gezeigten unterschiedlichen Bindungsaffi-
nitäten, zu einer unterschiedlichen Zusammensetzung der ORMDL-Heterooligomere
kommen, die sich zudem nach einem Allergenkontakt nochmals verändern kann. Eine
veränderte Zusammensetzung der Heterooligomere kann wiederum einen Einfluss auf
eine mögliche ORMDL-Funktion etwa in der UPR oder der Rekrutierung von eosino-
philen Granulozyten haben. Dass die Allergenexposition die Expression von ORMDL3
besonderes in eosinophilen Granulozyten verändert, konnte bereits durch Ha und Kol-
legen gezeigt werden. In unstimulierten murinen Lungenschnitten wurde ORMDL3
mittels Immunhistochemie besonders in bronchialen Epithelzellen nachgewiesen. In
Lungenschnitten nach Stimulation mit einem Allergenextrakt aus Alternaria alternata
hingegen wurde ORMDL3 zudem in Immunzellen sowie mit insgesamt erhöhter Ex-
pression nachgewiesen (Ha u. a. 2013). In einer quantitativen PCR-Analyse konnte nach
Allergenstimulation ebenfalls in murinen Bronchialepithelzellen ein 127-facher Anstieg
der ORMDL3 mRNA-Menge gezeigt werden, während ORMDL2 nur 15-fach stärker
exprimiert wurde und sich für die ORMDL1 mRNA keine Veränderung zeigte (Mil-
ler u. a. 2012). Die Allergen-induzierte Expression von ORMDL3 konnte jedoch nur
in Epithelzellen, Makrophagen und eosinophilen Granulozyten gezeigt werden, nicht
aber in neutrophilen Granulozyten (Miller u. a. 2012). In Mastzellen wurde sogar eine
Antigen-induzierte Herabregulation der ORMDL3-Expression nachgewiesen (Bugajev
u. a. 2015). Ein wichtiger nachgewiesener Unterschied zwischen eosinophilen und neu-
trophilen Granulozyten ist, dass neutrophile Granulozyten besonders ORMDL2 expri-
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mieren, während eosinophile Granulozyten vor allem ORMDL3 exprimieren (Ha u. a.
2013, Miller u. a. 2012). Dies bedeutet letztendlich, dass die Homo- und Heterooligomere
von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 in den verschiedenen Zelltypen, insbesonde-
re in eosinophilen bzw. neutrophilen Granulozyten, unterschiedlich konfiguriert sein
müssen. Darüber hinaus konnten für die ORMDL-Proteine distinktive Expressionsmus-
ter bei Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern als Antwort auf eine Stimulation des
Immunsystems nachgewiesen werden. In Immunzellen des Bluts waren die mRNA-
Expressionsniveaus für ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 bei Asthmatikern konsti-
tutiv stark erhöht, während es nach einer Allergenexposition verglichen mit Nicht-
Asthmatikern zu einem signifikant geringeren weiteren Anstieg kam (Toncheva u. a.
2015). Sechs Polymorphismen (rs5742940 (ORMDL1), rs7954619 (ORMDL2), rs8079416,
rs4795405, rs12603332 und rs3902920 (ORMDL3)) wurden untersucht, um ihren Ein-
fluss auf die Expression des jeweiligen ORMDL-Proteins zu erfassen. Das Risikoallel ’C’
des Polymorphismus rs8079416 war assoziiert mit einer signifikant erhöhten ORMDL3-
Expression in mit Allergenen stimulierten und unstimulierten Immunzellen von Asth-
matikern. Für das Allel ’T’ des Polymorphismus rs4795405, das nicht als Risikoallel
für Asthma bekannt ist, konnte hingegen eine signifikant reduzierte Expression von
ORMDL3 nach Allergenexposition gezeigt werden. Auch für das Risikoallel ’A’ des
Polymorphismus rs5742940 zeigte sich eine erhöhte ORMDL1-Expression nach der Sti-
mulation mit einem Allergen. Für den ORMDL2-Polymorphismus rs7954619 ließ sich
hingegen gar kein Effekt auf die ORMDL2-Expression finden (Toncheva u. a. 2015). Zu-
sammenfassend deuten die bisherigen Studien zur Expression von ORMDL-Proteinen
darauf hin, dass die ORMDL-Proteine in verschieden Geweben in unterschiedlichen
Maß exprimiert werden, dass sie unterschiedlich auf eine Allergen-Stimulation reagie-
ren und dass diese Unterschiede im Expressionsniveau der ORMDL-Proteine zugleich
die Grundlage für ein erhöhtes Asthmarisiko in Abhängigkeit vom Allelstatus bilden
könnten.
Während die genaue Struktur der höhermolekularen ORMDL-Komplexe nun in weite-
ren Studien aufgeklärt werden muss, ist auch allein der Nachweis, dass die ORMDL-
Proteine Homo- und Heteroligomere bilden, bedeutsam. Es ist bekannt, dass die Oligo-
merisierung von Proteinen zu einer stabileren Konfigurationen führen, die Komplexität
möglicher Konformationsänderungen erhöhen, sowie die Zahl der Bindungsstellen für
spezifische PPI vergrößern kann (Ispolatov u. a. 2005). Proteine, die Homodimere bilden,
haben im Durchschnitt doppelt so viele Interaktionspartner, und im Umkehrschluss ist
die Wahrscheinlichkeit, die Homodimerisierung eines Proteins nachzuweisen, propor-
tional zur Anzahl der für dieses Protein bekannten PPI (Ispolatov u. a. 2005).
Zusammenfassend konnte bezüglich der Homo- und Heterooligomerisierung gezeigt
werden, dass alle drei ORMDL-Proteine miteinander und mit sich selbst interagieren.
Diese Ergebnisse sind Teil einer Publikation, in der zudem durch Antoaneta Toncheva
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Michael Kabesch, Abteilung Pädiatrische Pneumolo-
gie und Allergologie in der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin am Krankenhaus
Barmherzige Brüder in Regensburg, nachgewiesen werden konnte, dass auch Polymor-
phismen der Promotorregionen von ORMDL1 und ORMDL2 eine Assoziation mit der
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Erkrankung an Asthma bronchiale im Kindesalter aufweisen (Toncheva u. a. 2015).
4.2 Das erweiterte ORMDL-Interaktom
Bei der Untersuchung des ORMDL-Interaktoms war ein Ziel die Identifikation von Hin-
weisen auf mögliche bisher unbekannte Funktionen von ORMDL, um Erklärungsansät-
ze für den Zusammenhang zwischen höherer ORMDL-Expression und der Erkrankung
an Asthma im Kindesalter zu entwickeln. Entsprechend wurden verschiedene Vorge-
hensweisen gewählt, um neue Interaktionspartner der ORMDL-Proteine zu identifizie-
ren.
Für eine ähnliche biologische sowie evolutionär konservierte Funktion von ORMDL1,
ORMDL2 und ORMDL3 sprachen die hohe Sequenzhomologie von 80-84 % (Hjelmqvist
u. a. 2002), der fehlende Einfluss eines Gen-Knockouts von entweder ORM1 oder Oroso-
mucoid 2 (ORM2) auf die Zellfunktion in Saccharomyces cerevisiae und die Möglichkeit, die
Folgen einer gleichzeitigen Deletion von ORM1 und ORM2 in Saccharomyces cerevisiae,
die zu einem deutlich verlangsamtem Zellwachstum und einer erhöhter Sensibilität auf
zahlreiche Zellgifte führt, durch die Transfektion von humanem ORM-ähnliches Prote-
in 3 (ORMDL3) teilweise aufzuheben (Hjelmqvist u. a. 2002). Eine weitere Bestätigung
für die These, dass die unterschiedlichen ORM- und ORMDL-Proteine ähnliche Funk-
tionen ausüben, ist ein Ergebnis dieser Dissertation, denn in mehr als 450 getesteten
Interaktion verhielten sich ORMDL1, ORMDL2 bzw. ORMDL3 mit nur vier Ausnah-
men gleichartig: Entweder interagiert jede oder keine der ORMDL-Varianten mit einem
potenziellen Interaktionspartner. Das explorative Interaktom für ORMDL1, ORMDL2
und ORMDL3 ist somit fast vollständig identisch. Der Aufbau dieses Interaktoms sowie
mögliche ORMDL-Funktionen sollen im Folgenden besprochen werden.
Wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben übertrugen wir in einem ersten Schritt bekannte PPI
von ORM1 und ORM2 in Saccharomyces cerevisiae durch die Untersuchung humaner Ho-
mologe auf die ORMDL-Proteine. Neben der Homo- und Heterooligomerisierung der
ORMDL-Varianten (4.1) konnten wir auf diese Weise vier neue Interaktionspartner der
ORMDL-Proteine identifizieren: DDOST, CYP51A1, NSDHL und MSMO1. Auffällig ist,
dass sowohl CYP51A1 als auch NSDHL und MSMO1 im Fettstoffwechsel involviert sind.
4.2.1 Bestätigung einer Verbindung zwischen ORMDL und der Sphin-
golipidbiosynthese
Dass der Ansatz vielversprechend ist, in einem Organismus zunächst PPI aufspüren, um
davon ausgehend Proteinfunktionen zu identifizieren, zeigen die Arbeiten von Breslow
und Kollegen und Han und Kollegen zur ORM-Funktion. Die Hypothesen bezüglich
einer ORMDL-Funktion in der Sphingolipidbiosynthese wurden ausgehend von den
bekannten Interaktionen zwischen ORM und Serin Palmitoyltransferase LCB Unterein-
heit 1 (LCB1) entwickelt (Breslow u. a. 2010, S. Han u. a. 2010). Für ORM konnte in
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Saccharomyces cerevisiae gezeigt werden, dass es eine entscheidende Rolle spielt in der
Sphingolipidbiosynthese (Breslow u. a. 2010, S. Han u. a. 2010) durch die Suppression
der Funktion der Serin-Palmitoyl-Coenzym A Transferase (SPT, in Saccharomyces cerevi-
siae mit LCB1 benannt) (Levy 2013). Der Nachweis dieses Regulationsmechanismus auch
in humanen Zellen steht jedoch noch aus (Kiefer u. a. 2015). Dass die Inhibition von SPT
in Mäusen einen Asthmaphänotyp mit bronchialer Hyperreagibilität induzieren kann,
ohne jedoch eine bronchiale Inflammation auszulösen oder zu anderen Mechanismen
der Asthmapathogenese wie vermehrter Produktion von Mucus und dem remodeling
der Atemwege beizutragen, konnte bereits gezeigt werden (Worgall u. a. 2013). Wir
konnten nachweisen, dass auch die in der Cholesterinbiosynthese involvierten Proteine
CYP51A1, NSDHL und MSMO1 mit den ORMDL-Proteinen interagieren. Die bekann-
te Interaktion (Breslow u. a. 2010, Kiefer u. a. 2015) von ORMDL3 mit SPTLC1 konnte
mittels BRET und Co-IP bestätigt werden. Es gelang zudem der erstmalige Nachweis
einer Interaktion auch von ORMDL1 und ORMDL2 mit SPTLC1. Diese Ergebnisse sind
Teil der Publikation von Toncheva und Kollegen (Toncheva u. a. 2015) und vereinbar
mit den vorgestellten Studien zum Zusammenhang zwischen dem Fettstoffwechsel und
einer möglichen ORMDL-Funktion.
4.2.2 Bestätigung einer Verbindung zwischen ORMDL und Chape-
ronen, der Unfolded-Protein-Response und dem Calciumstoff-
wechsel
Bereits bei Erstbeschreibung der ORM- und ORMDL-Proteine wurde eine Funktion die-
ser Proteinfamilie in der UPR vermutet, abgeleitet aus der Beobachtung, dass Hefezellen
ohne ORM1 und ORM2 besonders sensibel auf die Zellgifte Tunicamycin und DTT rea-
gieren, die über eine Störung der Proteinfaltung mit Akkumulation ungefalteter und
fehlgefalteter Proteine im ER die UPR auslösen und Chaperone aktivieren (Hjelmqvist
u. a. 2002). Das ER, in dem die ORMDL-Protein lokalisiert sind, geht von der Membran
des Nukleus aus und erstreckt sich in das Zytosol aller eukaryotischen Zellen. Es ist
ein membranbegrenztes Netzwerk aus zahlreichen Tubuli und Aussackungen und vor
allem der Ort, an dem die Biosynthese und Proteinfaltung zahlreicher löslicher sowie
membrangebundener Proteine stattfindet. Ungefähr ein Drittel aller neu synthetisierten
Proteine wird über die Membran des ER in sein Lumen transloziert, wo sie mit Hilfe
von Chaperonen ihre korrekte dreidimensionale Konformation annehmen, bevor sie
mit Hilfe weiterer Chaperone in das korrekte Zellkompartiment verschoben werden
(trafficking) (J. Zhang u. a. 2008). DDOST als Interaktionspartner der ORMDL-Proteine
hat eine Funktion in der posttranslationalen Modifikation von Proteinen im ER bei
der Übertragung von Oligosacchariden auf neu entstehende Polypetidketten (Kumar
u. a. 1998). Wir konnten in unseren Interaktionsexperimenten mittels BRET zahlreiche
weitere Interaktionen der ORMDL-Proteine mit wichtigen Chaperonen des ER nach-
weisen, und zwar von der Aufnahme in das ER über die korrekte Proteinfaltung bis
hin zum trafficking: Die ORMDL-Proteine interagieren mit in der Translokation von neu-
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synthetisierten Polypetidketten in das ER wichtigen Proteinen wie SEC61A1 (Lang u. a.
2012) oder SSR1 (Hartmann u. a. 1994). Sie interagieren mit Chaperonen wie Calnexin
(CANX) oder Calreticulin (CALR), die eine zentrale Rolle in der Qualitätskontrolle der
Proteinsynthese ausüben (Gelebart u. a. 2005, Hetz u. a. 2011, Malek u. a. 2010) und
weiterhin mit solchen Proteinen, die ebenso wie DDOST an der posttranslationalen Mo-
difikation der Polypetidketten teilhaben wie ZDHHC3, das als ER-Membranprotein mit
Palmtoyltransferaseaktivität die Übertragung von Palmitinsäure auf Cysteinreste von
Proteinen katalysiert, die der besseren Lipidverankerung von Membranproteinen (Bijl-
makers u. a. 2003) dienen, und LMAN2, das mannosereiche Glycoproteine kontrolliert
(Reiterer u. a. 2010). Schließlich interagieren sie mit am trafficking beteiligten Proteinen
wie GOS2R (Lowe u. a. 1997), SEC22B (Hay u. a. 1997) oder FKBP1A (DiLella 1991) sowie
zugleich mit ER-Ankerproteinen, die ein trafficking verhindern können wie KDELR2 und
KDELR3 (Pelham 1996). Das Stress-assoziierte ER-Protein 1 (SERP1) kann in Situationen
von ER-Stress neu synthetisierte Membranproteine stabilisieren und vor der Degrada-
tion im Rahmen der UPR schützen (Yamaguchi u. a. 1999). Es interagiert ebenfalls mit
ORMDL. Die ORMDL-Proteine haben entsprechend Kontakt zu ER-Chaperonen auf
allen Ebenen der posttranslationalen Proteinmodifikation. Natürlich kann durch reine
PPI-Experimente weder ausgeschlossen werden, dass die Interaktionspartner nur an
der korrekten Faltung und Lokalisation der ORMDL-Proteine teilhaben, noch bewiesen
werden, dass die ORMDL-Proteine ihre Funktion beeinflussen.
Wenn es innerhalb einer Zelle nicht gelingt, größere Mengen anfallender un- oder fehl-
gefalteter Proteine zum Beispiel im Rahmen einer Situation mit erhöhtem zellulären
Stress korrekt zu verarbeiten und es dadurch zu einem Ungleichgewicht zwischen den
Anforderungen an das ER und seiner Kapazität mit Akkumulation fehlgefalteter Pro-
teine kommt, wird die UPR aktiviert (J. Zhang u. a. 2008). Bei der UPR handelt es sich
um ein zelluläres Programm, das über die Aktivierung verschiedener Signalwege eine
Wiederherstellung des Gleichgewichts im ER anstrebt. Diese Prozesse sind nicht nur in
Ausnahmesituationen wichtig: so führt beispielsweise schon die Differenzierung einer
B-Zelle zur Antikörper-produzierenden Plasmazelle zur Aktivierung der UPR (Calfon
u. a. 2002). In der UPR wird veranlasst, dass die Produktion neuer sekretorischer Proteine
verlangsamt wird, während vermehrt Chaperone exprimiert und fehlgefaltete Proteine
über die ER-assoziierte Degradation (ERAD) eliminiert werden. Sogar die Größe des ER
kann zunehmen, um die Konzentration der ungefalteten Proteine im Lumen zu verrin-
gern (J. Zhang u. a. 2008). Sind diese Maßnahmen jedoch nicht erfolgreich, so breitet sich
der ER-Stress entlang des sekretorischen Pfades in der Zelle aus, führt zur zellulären
Dysfunktion und schließlich zur Einleitung der Apoptose (Schröder u. a. 2005, J. Zhang
u. a. 2008). Ausgelöst werden die UPR-Signalkaskaden über je einen von drei verschie-
denen Proteinsensoren: PERK, IRE1α oder ATF6 (J. Zhang u. a. 2008). In ruhenden Zellen
werden alle drei Sensoren in einem inaktiven Zustand gehalten durch die Bindung an
BIP (auch HSPA5), das bei zunehmendem ER-Stress stattdessen an fehlgefaltete Proteine
gebunden wird und so die „Sensoren“ freigibt (J. Zhang u. a. 2008). Wir konnten nach-
weisen, dass BIP nicht mit den ORMDL-Proteinen interagiert. Ob die ORMDL-Varianten
hingegen mit IRE1α, PERK oder ATF6 direkt interagieren, ist nicht bekannt, da sie in
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dem von uns untersuchten Interaktom nicht enthalten waren. Dies gilt auch für eine In-
teraktion mit ROS, JNK sowie NFκB, die als Folge der UPR eine Inflammationsreaktion
auslösen können (J. Zhang u. a. 2008). Für die in der UPR-Signalkaskade nachgeordneten
Proteine wie die Gruppe der Hitzeschockproteine (HSPA9B, HSPD1, HSP90AB1), die
DnaJ-Proteinfamilie (DNAJB9, DNAJB11) oder das X-Box-bindende Protein 1 (XBP1)
konnten wir hingegen zeigen, dass sie nicht mit ORMDL1, ORMDL2 oder ORMDL3
interagieren. Ob ORMDL3 einen funktionellen Einfluss auf die UPR-Signalkaskade
hat, ist nicht sicher und könnte sich von Zelllinie zu Zelllinie unterscheiden (Hsu
u. a. 2013). Miller und Kollegen konnten zeigen, dass ORMDL3 in Lungenepithelzel-
len selektiv ATF6 aktiviert (Miller u. a. 2012). Cantero-Recasens und Kollegen hingegen
konnte nachweisen, dass eine höhere ORMDL-Expression zu den PERK-abhängigen
Veränderungen einer stärkeren eIF2α-Phosphorylierung und einer höheren BIP- und
EGR-1-Expression in Jurkat und HEK293-Zellen führt (Cantero-Recasens u. a. 2009).
Hsu und Kollegen konnten in alveolären Epithelzellen keinen Effekt einer ORMDL3-
Überexpression oder eines ORMDL3-Knockouts auf die UPR beobachten und kamen zu
dem Schluss, dass ORMDL3 nicht die UPR beeinflusst (Hsu u. a. 2013). Mittlerweile ist
die Expression von ORMDL3 dennoch bereits als Marker für die UPR infolge von oxida-
tiven und endoplasmatischem Stress verwendet worden (Kajimoto u. a. 2014). Ob eine
höhere ORMDL3-Expression tatsächlich in dieser Weise als Indikator verwendet werden
kann und zuverlässig eine UPR anzeigt, ist jedoch nicht sicher. Unsere Untersuchungen
zum ORMDL-Interaktom sind leider nicht vollständig genug, um die Beteiligung der
ORMDL-Proteine an der Auslösung der UPR einschätzen zu können, wir fanden jedoch
keine Interaktion mit Proteinen der UPR-Signalkaskade unterhalb von PERK, IRE1α
oder ATF6.
Die UPR kann nicht nur durch eine Akkumulation fehlgefalteter Proteine aktiviert wer-
den, sondern auch durch hohe Calciumspiegel in der Zelle bzw. niedrige Calciumspiegel
im ER (Cantero-Recasens u. a. 2009, J. Zhang u. a. 2008). Das ER fungiert als ein dynami-
scher Calciumspeicher, der bei Stimulation durch Hormone, Inflammationsreaktionen
oder andere Botenstoffe Calcium ausschütten kann, um Calcium-abhängige Signalkas-
kaden auszulösen (Berridge u. a. 2000) und ist somit unentbehrlich für die Calcium-
vermittelten Signalwege. Calcium-Pumpen wie SERCA sorgen für die Wiederaufnahme
von Calcium in das ER, füllen also den Speicher wieder auf. Dass ORMDL3 hier einen
Einfluss ausübt, konnte durch Cantero-Recasens und Kollegen gezeigt werden. Sie wie-
sen nach, dass ORMDL3 direkt mit SERCA2b interagiert und eine Überexpression von
ORMDL3 dadurch die Menge an Calcium im ER signifikant reduziert, während ein
Ausschalten von ORMDL3 die Calcium-abhängigen Signalkaskaden verstärkt durch ei-
ne höheren Calciumspiegel im ER (Cantero-Recasens u. a. 2009). Sie konnten außerdem
zeigen, dass eine ORMDL3-Überexpression zur Aktivierung der UPR über den PERK-
Signalweg führt, am ehesten ausgelöst durch die niedrigere ER-Calciumkonzentration
(Cantero-Recasens u. a. 2009). Wir konnten die Interaktion von ORMDL3 mit SERCA2
bestätigen und für ORMDL1 und ORMDL2 erstmals zeigen. Weiterhin konnten wir
zeigen, dass ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit den Calcium-abhängigen Chapero-
nen Calnexin (CANX), Calreticulin (CALR) und dem S100 Calcium-bindenden Protein
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A8 (S100A8) interagieren. Neben seiner Funktion als ER-Chaperon dient Calreticulin
auch als wichtigster Calciumspeicher im ER (Michalak u. a. 2002). Die ORMDL-Proteine
interagieren hingegen nicht mit PDIA3 (auch als ERp57 bezeichnet), das mit Calreti-
culin und Calnexin einen funktionellen Komplex bildet (Michalak u. a. 2002). Calnexin
und Calreticulin sind weitgehend identisch, abgesehen von der Transmembrandomäne
des Calnexins und dem C-terminalen Calciumspeicher des Calreticulins (Michalak u. a.
2002). Über die Interaktion mit diesen beiden wichtigsten ER-Chaperonen könnten die
ORMDL-Proteine einen Einfluss auf die Proteinfaltung sowohl von Membranproteinen
als auch von löslichen Proteinen ausüben. Dass Calreticulin die ORMDL-Proteine hin-
gegen selbst als Chaperon bindet, um ihre korrekte Faltung zu katalysieren, erscheint
aufgrund ihrer Lokalisation in der ER-Membran unwahrscheinlich (Michalak u. a. 2002).
Zusammenfassend konnten wir (bei 26 untersuchten potenziellen Interaktionspartnern)
insgesamt 16 neue PPI von ORMDL mit relevanten Chaperonen nachweisen. Die Hy-
pothese einer ORMDL-Funktion im ER bei der Proteinfaltung, im trafficking und im
Calcium-Stoffwechsel (und damit möglicherweise auch in der UPR) wird durch die von
uns nachgewiesenen neuen PPI gestützt.
4.2.3 Bestätigung einer Verbindung zwischen ORMDL und dem Im-
munsystem
Seitdem ORMDL-Funktionen in der Sphingolipidbiosynthese sowie im Calciumstoff-
wechsel bekannt sind, wird nach einem Zusammenhang zwischen diesen Prozessen
und der Asthmapathogenese gesucht. Cantero-Recasens und Kollegen als Erstbeschrei-
ber einer Funktion von ORMDL3 in der Calciumhomöostase des ER führten den Zusam-
menhang einer erhöhten ORMDL3-Expression mit einem erhöhten Risiko, an Asthma
zu erkranken, darauf zurück, dass ORMDL3 über den Calciumstoffwechsel die UPR
auslösen kann und die UPR wiederum zelluläre Inflammationsmechanismen aktivie-
ren könnte (Cantero-Recasens u. a. 2009). Die Erstbeschreiber der ORM-Funktion in
der Sphingolipidbiosynthese waren vorsichtig in der Interpretation ihrer Ergebnisse
im Bezug auf die Asthmapathogenese: Breslow und Kollegen meinten, dass aus ihren
Ergebnissen die zu überprüfende Hypothese einer kausalen und direkten Rolle der fehl-
regulierten Sphingolipidhomöostase bei der Entwicklung von Asthma bronchiale folge
(Breslow u. a. 2010), während Han und Kollegen keinen Zusammenhang zwischen ihren
Ergebnissen und der Asthmapathogenese herstellten (S. Han u. a. 2010).
Auf der Suche nach einer direkteren Verbindung zwischen Asthmapathogenese und
ORMDL-Funktion untersuchten wir die Interaktion von immunologisch relevanten
Proteinen mit den ORMDL-Varianten, da es sich bei Asthma bronchiale in erster Li-
nie um eine inflammatorische Erkrankung der Atemwege handelt. Auf der Basis von
Relevanz und Verfügbarkeit wurden die folgenden Proteine ausgewählt: CCL11, CCR3,
CCR4, CCR6 IL2RB, IL2RG, IL10RB, IL12RB1, IL17RA, IL21R, IL23R, RORC, STAT1,
STAT3, STAT4, STAT5B und STAT6. Wir konnten sechs bisher unbekannte PPI nachwei-
sen, wobei es sich um die erste Beschreibung einer direkten Interaktion von ORMDL1,
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ORMDL2 und ORMDL3 bei der Asthmapathogenese relevanten Membranrezeptoren
handelt. Die positiven Interaktionspartner der ORMDL-Proteine waren die in der TH2-
Immunantwort relevanten Rezeptoren IL2RB, IL12RB1 und IL10RB sowie die in der
Chemotaxie von eosinophilen Granulozyten relevanten Rezeptoren CCR3, CCR4 und
CCR6.
Die Entzündungsreaktion der Atemwege ist ein multizellulärer Prozess, der eosino-
phile Granulozyten, neutrophile Granulozyten, CD41+T-Lymphozyten und Mastzellen
involviert, besonders aber durch die eosinophile Gewebeinfiltration gekennzeichnet
ist (Holgate 2008). Für die Asthmapathogenese wird angenommen, dass eine Th2-
Immunantwort vorliegt (Fahy 2015, Holgate 2008). Eine Th1-Immunantwort ist gekenn-
zeichnet durch CD4+ Th1-Helferzellen, die besonders IL-2, Interferon-γ und Lymphoto-
xin-α ausschütten und so eine zelluläre Immunantwort auslösen, die durch Phagozytose
gekennzeichnet ist (Fahy 2015). Eine Th2-Immunantwort hingegen beruht eher auf der
Ausschüttung von IL-4, IL-5 und IL-13 durch Th2-Helferzellen und ist durch hohe An-
tikörpertiter und eine Eosinophilie gekennzeichnet (Fahy 2015). Die Th2-Helferzellen
sind durch die Expression von CCR4 charakterisiert (Campbell u. a. 2000). Wir konnten
eine Interaktion aller ORMDL-Proteine mit CCR4 nachweisen. CCR4 ist zudem ein Ziel
zahlreicher neuer Asthmamedikamente, die auf eine Elimination der Th2-Zellen abzie-
len (Catley u. a. 2011, Garcia u. a. 2005, Pease u. a. 2014).
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die intranasale Applikation der Th2-Zytokine IL-4
und IL-13 in Mäusen zur Induktion einer 127-fach höheren ORMDL3 und 15-fach höhe-
ren ORMDL2 Expression führt, nicht aber von ORMDL1 (Miller u. a. 2012). Diese Induk-
tion wird über STAT6 vermittelt (Miller u. a. 2012), das in unseren BRET-Experimenten
nicht mit ORMDL interagierte. Durch Ha und Kollegen konnte eine Hochregulation der
ORMDL3 Expression durch IL-3 gezeigt werden, nicht jedoch durch IL-5 (Ha u. a. 2013).
Die Rezeptoren dieser Interleukine sind in unserer Auswahl nicht berücksichtigt wor-
den. Wir waren nur in der Lage, eine Interaktion der ORMDL-Proteine mit den Rezep-
toren IL2RB, IL12RB1 und IL10RB zu zeigen. Für das Th1-Zytokin IL-2 ist bekannt, dass
es zur Aufrechterhaltung einer bereits eingeleiteten Th2-Immunantwort beitragen kann
(Holgate 2008). Dies gilt ebenfalls für IL-12 (Holgate 2008, Wills-Karp 1998). Sowohl IL-2
als auch IL-12 sind dennoch als Therapeutika für Asthma in Tierstudien eingesetzt wor-
den, um über die Induktion einer Th1-Immunantwort die Th2-Immunantwort einzu-
schränken (Leonard u. a. 2003). Auch für das anti-inflammatorische IL-10 konnte bereits
gezeigt werden, dass es bei höherer Expression protektiv gegenüber einer Erkrankung
an Asthma bronchiale wirken kann (Böhm u. a. 2015, Boehler u. a. 2014) beziehungs-
weise bei fehlerhafter Expression eine Erkrankung begünstigt (Gupta u. a. 2014). Mithin
vermitteln alle drei Interleukin-Rezeptoren, für die wir mittels BRET eine Interaktion mit
den ORMDL-Proteinen nachweisen konnten, eher einen protektiven Effekt im Zusam-
menhang mit Asthma. Wir fanden keinen Hinweis darauf, dass die ORMDL-Proteine
mit in der Signaltransduktion dieser Rezeptoren über die STAT-Proteine beteiligt sind.
Um die Bedeutung von ORMDL3 in der Th2-Immunantwort zu klären, wäre es jedoch
zum einen wichtig, dass Interaktom um einige wichtige Rezeptoren (u.a. für IL-3, IL-4,
IL-5 und IL-13) zu ergänzen, und zum anderen die mit einer ORMDL3-Überexpression
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assoziierten Endophänotypen von Asthma zu bestimmen (Fahy 2015). Letztendlich ist
die Aussagekraft der gefundenen Interaktionen bezüglich der Th2-Immunantwort da-
her noch gering.
Interessant ist, ob der Locus 17q21 mit einem erhöhten Risiko für die Erkrankung an
Endophänotypen des moderaten und schweren Asthmas assoziiert ist, die mit einer
über neutrophile Granulozyten und Th17-Zytokine vermittelten Immunantwort einher-
gehen (Newcomb u. a. 2013). Der IL-17 Rezeptor (Untereinheiten IL17RA und IL17RC)
soll über Mechanismen wie Mukussekretion, Reaktivität der glatten Muskelzellen und
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, die abhängig sind von einer TH17 T-
Helferzellaktivierung, in der Asthmapathogenese involviert sein (Chesne u. a. 2014,
Lindén u. a. 2014, Newcomb u. a. 2013, Silverpil u. a. 2012, Y.-H. Wang u. a. 2011). Zudem
gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer ORMDL3-Überexpression
und einer stärkeren Sekretion von IL-17 (Lluis u. a. 2011). Miller und Kollegen konnten
keinen Einfluss von ORMDL3 auf neutrophile Granulozyten (im Gegensatz zu eosino-
philen Granulozyten) zeigen (Miller u. a. 2012), und auch in unseren BRET-Experimenten
interagierten die ORMDL-Proteine nicht mit den für eine Th-17-Zelldifferenzierung
wichtigen Rezeptoren IL17RA, IL21R und IL23R. Eine Interaktion mit IL17RC konnten
wir aufgrund mangelnder Verfügbarkeit nicht untersuchen.
Dass eosinophile Granulozyten in der Asthmapathogenese eine bedeutende Rolle spie-
len, darf als gesichert gelten (Holgate 2008). So lassen sie sich in großer Zahl im Sputum
und den Atemwegen von schlecht Symptom-kontrollierten Asthmatikern und nach
Exazerbationen nachweisen, während Kortisol ihre Anzahl drastisch reduziert (Dju-
kanovic u. a. 1997, Holgate 2008). Die CD34-Vorläuferzellen der eosinophilen Granu-
lozyten werden durch IL-3, GM-CSF und die Eotaxine 1-3 zur Differenzierung an-
geregt, während IL-5 und wiederum die Eotaxine 1-3 zur Migration an den Ort der
Entzündung in den Atemwegen beitragen (Holgate 2008). Ein überzeugender Zusam-
menhang zwischen der ORMDL3-Expression und der Funktionsfähigkeit eosinophiler
Granulozyten wurde durch Ha und Kollegen gefunden. Eosinophile Granulozyten in
der Allergen-exponierten Maus exprimieren ORMDL3 in der Lunge. Diese Expressi-
on von ORMDL3 wird durch IL-3 und Eotaxin-1 induziert. Eosinophile Granulozyten,
die ORMDL3 exprimieren, zeigen u.a. ein verändertes Verhalten mit einem verstärkten
rolling und einer höheren Expression von CD48. ORMDL3-Knockout-Zelllinien hinge-
gen, denen ORMDL3 vollständig fehlt, haben eine verminderte Fähigkeit zur Aktivie-
rung, zur Adhäsion und zur Migration in inflammatorisch verändertes Gewebe (Ha
u. a. 2013). Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ORMDL3 das trafficking,
die Rekrutierung und die Degranulation eosinophiler Granulozyten reguliert (Ha u. a.
2013). Entsprechend unserem BRET-Experiment interagiert Eotaxin-1 CCL11 (Williams
2015) möglicherweise direkt mit ORMDL2, nicht aber mit ORMDL1 oder ORMDL3.
Die CCL11-Sputumkonzentration ist als potenzieller Biomarker für die Diagnose und
Verlaufsbeurteilung des Schweregrades von Asthma bronchiale vorgeschlagen worden
(D. Wu u. a. 2014). CCL11 fungiert als Chemotaxin in der Rekrutierung von Eosinophi-
len, die den Rezeptor CCR3 tragen, in das Gewebe und ist somit an allen eosinophilen
allergischen Reaktionen beteiligt (Jose u. a. 1994, Ponath u. a. 1996). Für diesen und zwei
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weitere wichtige Chemokinrezeptoren (CCR3, CCR4, CCR6) der eosinophilen Granu-
lozyten konnten wir eine direkte Interaktion mit ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3
nachweisen. Die sich abzeichnende Assoziation zwischen ORMDL3-Expression und
Funktionsfähigkeit der eosinophilen Granulozyten wird durch diese erstmals nachge-
wiesenen PPI gestützt. Aber auch hier ist es wichtig zu klären, ob der Locus 17q21
überhaupt mit einem erhöhten Risiko für den Endophänotyp des eosinophilen Asthmas
assoziiert ist (Fahy 2015).
Schließlich gelang in den BRET-Experimenten noch der Nachweis einer Interaktion der
ORMDL-Proteine mit dem Rezeptor PAR2. Für Agonisten dieses Rezeptors, wie die
durch Mastzellen ausgeschüttete Tryptase, ist bekannt, dass die Proliferation von glat-
ten Muskelzellen der Atemwege stimulieren - einer der wichtigsten Mechanismen des
remodeling der Atemwege (Berger u. a. 2001).
Zusammenfassend haben wir hier erstmalig eine direkte Interaktion von ORMDL1,
ORMDL2 und ORMDL3 mit einigen in der Asthmapathogenese relevanten Membran-
rezeptoren nachgewiesen, auch wenn offensichtlich die Untersuchung der Interaktion
von ORMDL mit weiteren wichtigen Rezeptoren (z. B. für IL-4, IL-5 oder IL-13) aus-
steht. Die Auswahl der 17 durch uns untersuchten Proteine bietet nur einen kleinen Ein-
blick in die heterogene Asthmapathogenese, dennoch eröffnet sie die Möglichkeit, dass
ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 unmittelbar in Inflammationsreaktion involviert
sind. In Zusammenschau mit einer möglichen ORMDL-Funktion in der posttranslatio-
nalen Modifizierung von Proteinen oder als Chaperon ist zum Beispiel eine Regulation
der Oberflächenexpression von PAR2, IL2RB, IL12RB1, IL10RB, CCR3, CCR4 oder CCR6
ein denkbarer Pathomechanismus.
4.2.4 Identifikation von ORMDL als Interaktionspartner anderer Mem-
branproteine
Unter allen gegen die ORMDL-Proteine getesteten Membranproteinen (n=98) ließ sich
für 42,9 % eine Interaktion mit den ORMDL-Proteinen nachweisen. Unter den ER-
Membranproteinen (n=31) war dieser Anteil mit 77,4 % noch höher. Erstmals gelang
im Rahmen dieser Dissertation der Nachweis, dass die ORMDL-Proteine mit G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) interagieren. Von 14 getesteten GPCR interagierten 13
(CCR3, CCR4, CCR6, ADORA3, ADORA2b, β2-AR, CXCR1, CXCR2, CHRM3, CYSLTR1,
PAR2, OPRD1, SSR1) mit allen ORMDL-Proteinen, einzig CXCR4 interagiert nicht mit
ORMDL. Die ORMDL-Proteine interagieren entsprechend mit 92,8 % aller getesteten
GPCR. Es zeigt sich eine gemeinsame Eigenschaft der ORMDL-Proteine, die die bisher
dargestellten Verbindungen zu verschiedenen Pathomechanismen überschreitet. Ein-
schränkend muss festgehalten werden, dass sich BRET als in vivo-Methode mit korrek-
ter posttranslationaler Modifikation und subzellulärer Lokalisation der untersuchten
Proteine zwar besonders zur Testung der PPI von Membranproteinen und Rezeptoren
eignet (Pfleger u. a. 2005), jedoch die Möglichkeit bestehen bleibt, dass es sich um falsch
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positive Interaktionen aufgrund der Anreicherung der Interaktionspartner in der Zell-
membran handelt. Eine andere Deutungsmöglichkeit besteht in der Vermutung einer
übergeordneten Funktion der ORMDL-Proteine zum Beispiel als akzessorisches Protein
in der posttranslationalen Prozessierung von GPCR im ER im Rahmen der in Abschnitt
4.2.2 gezeigten Interaktion mit wichtigen Chaperonen. Hier sind weitere Experimente
notwendig, um die Relevanz der Interaktionen zwischen den GPCR und ORMDL zu
entschlüsseln. Die weiteren Experimente zur beispielhaft untersuchten Interaktion von
ORMDL und β2-AR werden in Kapitel 3.2 beschrieben.
4.2.5 Bestätigung einer Verbindung zwischen ORMDL und dem γ-
Sekretase-Komplex
Bei der Untersuchung der Interaktion der ORMDL-Proteine mit den Proteinen des γ-
Sekretase-Komplexes erwiesen sich sechs von sieben untersuchten Interaktionen als
positiv. Für Nicastrin konnten wir die ursprüngliche Publikation von Araki und Kol-
legen (2007) bestätigen, denn es ließ sich keine Interaktion mit den ORMDL-Proteinen
nachweisen, während für PSEN1 im Gegensatz zur Beschreibung durch Araki und Kol-
legen der Nachweis einer PPI gelang. Nur diese beiden Proteine waren zuvor auf eine
Interaktion mit ORMDL1 getestet worden (Araki u. a. 2007). Araki und Kollegen ha-
ben darüber hinaus zeigen können, dass ORMDL unter der transkriptionellen Kontrolle
von PS-1 steht und die Funktion des γ-Sekretase-Komplexes beeinflusst, und postu-
liert, dass die ORMDL-Proteine für die Pathogenese der Demenz vom Alzheimer-Typ
bedeutsam sind. Durch unsere BRET-Experimente lässt sich nun erstmals eine direkte
Interaktion der ORMDL-Proteinfamilie mit dem γ-Sekretase-Komplex belegen. Eine Er-
klärung für eine Funktion der ORMDL-Proteine sowohl in der Alzheimer- als auch in
der Asthmapathogenese steht jedoch aus. Es gibt allerdings bereits zahlreiche Studien,
die eine Bedeutung des Fettstoffwechsels, der Cholesterinbiosynthese und der Sphin-
golipidhomöostase auch in der Pathogenese der Demenz vom Alzheimer-Typ belegen
können (u.a. van Echten-Deckert u. a. 2012, Walter 2012, Walter u. a. 2013), sodass sich
hier zahlreiche Möglichkeiten einer Überschneidung in den Pathomechanismen erge-
ben. Darüber hinaus gibt es epidemiologische Hinweise darauf, dass die Erkrankung an
Asthma im mittleren Lebensalter tatsächlich das Risiko erhöht, im höheren Lebensalter
an einer Demenz vom Alzheimer-Typ zu erkranken (Odds Ratio 2.62) (M.-H. Chen u. a.
2014, Rusanen u. a. 2013). Weiterhin gibt es eine einzelne Studie, in der das Asthmamedi-
kament Cromoglicinsäure die Oligomerisierung von Amyloid β (Aβ) reduzieren konnte
(Hori u. a. 2015). In diesem Zusammenhang kann darauf verwiesen werden, dass es bei
vielen Erkrankungen, für die ursächlich eine gestörte Sphingolipidhomöostase gezeigt
werden konnte (Breslow u. a. 2010, G. Han u. a. 2009), zu einer Affektion des zentra-
len Nervensystems kommt, z. B. bei Morbus Fabry, Morbus Gaucher, der Niemann-
Pick-Krankheit, Morbus Krabbe, dem Tay-Sachs-Syndrom oder der metachromatischen
Leukodystrophie.
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4.2.6 Qualitätskontrolle des erweiterten ORMDL-Interaktoms
Als ein Beleg für die Spezifität der hier dargestellten neu identifizierten PPI von ORMDL1,
ORMDL2 und ORMDL3 können die beiden Kontrollexperimente dienen: wir untersuch-
ten zum einen die Interaktion von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit 35 zufällig
ausgewählten Proteinen (zufälliger Referenzdatensatz (random reference set), RRS), zum
anderen die Interaktion von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit allen bekannten
peroxisomalen Proteinen. Nur ORMDL2 interagierte mit einem der zufällig ausgewähl-
ten Proteine, während alle anderen Interaktionsexperimente eine BRET-Ratio unterhalb
des unteren Schwellenwertes (bzw. in zwei Fällen innerhalb des Graubereichs) erga-
ben, was die Relevanz der zahlreichen erstmals identifizierten und oben beschriebenen
Interaktionspartner aus dem Bereich der UPR, des Immunsystem und des Fettstoff-
wechsel unterstreicht. Auch die wenigen gefundenen, peroxisomalen Interaktionspart-
ner (18 % der überprüften Interaktionen waren positiv bei insgesamt 42 untersuchten
Interaktionspartnern und bei einer zu erwartenden falsch-positiv Rate von 3 %) der
ORMDL-Proteine weisen entweder eine Funktion mit Proteintrafficking auf (PEX13,
PEX26, SLC25A17) (Gould u. a. 1996, Jones u. a. 2001, Weller u. a. 2005)), sind zugleich
ER-Membranproteine (ABCD4, ABCD5) (Holzinger u. a. 1997), oder in den Fettstoff-
wechsel der Zelle eingebunden (ACSL5) (Gassler u. a. 2007) und könnten somit eine
Verbindung mit der ORMDL-Funktion außerhalb ihrer Funktionen für das Peroxisom
haben. Der Nutzen einer erfolgreichen Screening-Untersuchung für die PPI eines Prote-
ins gegen eine peroxisomale Proteinbibliothek konnte durch unsere Arbeitsgruppe auch
bereits zuvor für ABCD1 gezeigt werden (Hillebrand u. a. 2012). Insgesamt waren von
den 231 Interaktionsexperimenten mit zufällig ausgewählten oder peroxisomalen Pro-
teinen und ORMDL1, ORMDL2 oder ORMDL3 nur 24 positiv (dies entspricht 10,3 %).
4.2.7 Methodische Aspekte zum erweiterten ORMDL-Interaktom
Die Vorteile der BRET-Methode bei der Untersuchung von PPI sind bekannt, hier sind
zum Beispiel die Expression der Proteine in ihrem subzellulären Kompartiment zu nen-
nen oder auch die hohe Sensitivität und Spezifität der Methode verglichen mit den
Standardmethoden wie Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen (Gersting u. a. 2012). Bei der In-
terpretation der gezeigten Ergebnisse sind jedoch mindestens zwei weitere Faktoren
zu bedenken. Zum einen wurden die Versuche aufgrund der sehr hohen benötigten
Zellzahl mit zugleich stabiler Expression der transfizierten DNA-Konstrukte in einer
COS-7-Zelllinie durchgeführt. Es handelt sich um eine durch Virustransformation (mit
SV40) immortalisierte Nierenzelle der äthiopischen Grünmeerkatze (Cercopithecus aethi-
ops). Die mittels unserer BRET-Methode nachgewiesenen PPI wurden mit humanen
cDNA-Konstrukten durchgeführt (Gluzman 1981, Jensen u. a. 2008). Die Etablierung ei-
ner Untersuchung der hier gezeigten PPI in humanen bronchialen glatten Muskelzellen
(Human Bronchial Smooth Muscle Cells (HBSMC)) wurde zwar im Rahmen dieser Dis-
sertation versucht, ließ sich jedoch aufgrund der mangelnden Transfektionseffizienz mit
verschiedenen Transfektionsmethoden wie Nukleofektion und Lipofektion nicht ver-
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wirklichen. Zweitens handelt es sich bei der stabilen Expression der cDNA-Konstrukte
um eine Überexpression verglichen mit dem physiologischen Expressionsniveau unter
der Kontrolle des im pDEST51-Vektor enthaltenen humanen EF-1α-Promotors. Hier-
bei handelt es sich jedoch um einen Nachteil, der mit allen etablierten Systemen zur
Untersuchung von PPI verbunden ist (Jacobs u. a. 2003, C. Wu u. a. 2012). Dennoch
muss dieser Aspekt bei der Wertung der Ergebnisse berücksichtigt werden. Die parallel
zu dieser Doktorarbeit erfolgte Etablierung des iBRET-Systems in der AG Molekulare
Pädiatrie macht den Ansatz der Annäherung an die Funktion eines Proteins über die
Untersuchung seines Interaktoms in der Zukunft noch deutlich praktikabler. Innerhalb
von einer Woche ist nun die Untersuchung von 256 PPI möglich, bei größerer Genau-
igkeit durch die fast vollständige Automatisierung und mit höherer Sensitivität und
Spezifität durch die Anpassung der Schwellenwerte. Hierzu trägt auch die Etablierung
eines umfassenden cDNA-Repositoriums mit bereits im pEXP-BRET-Vektor vorliegen-
den Konstrukten bei. Ein solches wird in der AG Molekulare Pädiatrie Schritt für Schritt
aufgebaut. Im Rahmen dieser Dissertation wurde dieses Repositorium um 53 cDNAs mit
jeweils vier korrespondierenden Expressionsvektoren (mithin um 212 neue Vektoren)
erweitert. Stand Dezember 2018 umfasst das cDNA-Repositorium der Arbeitsgruppe
nun BRET-Expressionsvektoren für 658 verschiedene Proteine.
4.2.8 Identifikation des hub-Proteins ORMDL
Die zahlreichen Interaktionen von ORMDL mit Proteinen ganz unterschiedlicher sub-
zellulärer Lokalisation und Funktion zeigen, dass die ORMDL-Proteine in eine Vielzahl
zellulärer Prozesse eingebunden sind - über 160 neu nachgewiesene PPI von ORMDL1,
ORMDL2 und ORMDL3 belegen dies. Die zahlreichen beschriebenen Funktionen von
ORMDL (u.a. Araki u. a. 2007, Breslow u. a. 2010, Bugajev u. a. 2015, Cantero-Recasens
u. a. 2009, Carreras-Sureda u. a. 2013, Ha u. a. 2013, S. Han u. a. 2010, Hjelmqvist u. a.
2002, Kallsen u. a. 2015, Miller u. a. 2012, Zhuang u. a. 2013) finden eine Entsprechung in
der Anzahl der Interaktionspartner. Im Rahmen der disease module hypothesis (Barabási
u. a. 2011) wird angenommen, dass nur eine geringe Anzahl von Erkrankungen durch
Veränderungen innerhalb eines einzigen Gens verursacht werden. Die überwiegende
Zahl aller Erkrankungen, so auch eine komplexe Erkrankung wie Asthma, für die eine
multifaktorielle Pathogenese mit einem Einfluss von genetischen und Umwelt-Faktoren
angenommen wird, entstehen innerhalb gestörter komplexer funktioneller intrazellulä-
rer Netzwerke (Barabási u. a. 2011, Menche u. a. 2015). Das Ziel der Netzwerkmedizin
ist es, die molekulare Komplexität von Erkrankungen zu verstehen, distinkte mit einer
Erkrankung assoziierte Module und Signalwege innerhalb des Interaktoms zu identi-
fizieren, die biologische Funktion von in GWAS und Genomsequenzierungen identifi-
zierten krankheitsrelevanten Mutationen zu entschlüsseln und letztendlich gemeinsame
Ursachen phänotypisch ähnlicher und unterschiedlicher Erkrankungen zu belegen (Ba-
rabási u. a. 2011, Menche u. a. 2015). Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, eine
Reihe von Asthma-relevanten Signalwegen und Zellfunktionen innerhalb des ORMDL-
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Abbildung 4.1: Darstellung der einzelnen Gruppen an PPI-Untersuchungen für ORMDL3 (Ver-
bindungslinien: grün = positive Interaktionen; rot = negativ getestete Interaktionspaare; Nodes:
getestete Proteine).
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Interaktoms zu verorten. Es ergibt sich jedoch die Frage, wie sich diese zahlreichen und
komplexen Regulations- und Funktionsweisen der ORMDL-Proteine erklären lassen.
PPI-Netzwerke zeigen die Topologie skalenfreier Netzwerke (Cumberworth u. a. 2013).
Solche Netzwerke bestehen aus einer Vielzahl von Proteinen, die nur eine geringe Zahl
von Interaktionspartnern haben, und einer kleinen Zahl von Proteinen, die mit zahlrei-
chen anderen Proteinen interagieren (Cumberworth u. a. 2013). Diese Proteine werden
als hubs (Englisch, zu übersetzen als Kontenpunkt) bezeichnet. Ab welcher Anzahl von
Proteininteraktionspartnern eines Proteins man von einem hub spricht ist nicht einheit-
lich festgelegt, in größeren Interaktomstudien wird jedoch bereits ab fünf nachgewie-
senen Interaktionspartnern von einem hub gesprochen (Mirzarezaee u. a. 2010). Skalen-
freie Netzwerke sind relativ robust gegenüber dem Ausfall von Proteinfunktionen oder
-interaktionen, es sei denn, es handelt sich bei den betroffenen Proteinen um wichtige
hubs (Cumberworth u. a. 2013). Aufgrund der großen Anzahl der in dieser Dissertation
gezeigten PPI lässt sich postulieren, dass es sich bei den ORMDL-Proteinen um hubs
handelt. Man unterscheidet zwei verschiedene Kategorien von hubs: party hubs (auch
als multi-interface oder stable hubs bezeichnet) und date hubs (auch als singlish-interface
oder transient hubs bezeichnet). Party hubs interagieren mit mehreren anderen Proteinen
zugleich, während date hubs ihre Interaktionspartner transient und zu verschiedenen
Zeitpunkten binden (Andorf u. a. 2013, Cumberworth u. a. 2013, Mirzarezaee u. a. 2010).
Für date hubs ist bekannt, dass sie überproportional häufig und überproportional viele
intrinsisch ungeordnete Regionen (intrinsically disordered regions, ID regions) enthalten
(Ekman u. a. 2006, Cumberworth u. a. 2013, P. M. Kim u. a. 2008, Singh u. a. 2007). Diese
Assoziation zwischen date hubs und ID-Regionen ist ein Hinweis auf die Bedeutung von
intrinsisch ungeordneten Regionen für nicht-simultane PPI (Cumberworth u. a. 2013).
PPI sind dadurch hochdynamisch, halten häufig nur sehr kurz an und können beispiels-
weise durch Phosphorylierungen modifiziert werden (Cumberworth u. a. 2013, P. M.
Kim u. a. 2008, Keskin u. a. 2008).
Als intrinsisch ungeordnete Regionen bzw. Proteine werden solche Proteine beziehungs-
weise Proteinabschnitte bezeichnet, die keine feste dreidimensionale Struktur aufweisen
(Dyson u. a. 2005, Oldfield u. a. 2014). Es wird unterschieden zwischen MoRF (molecular
recognition feature), SLiM (short sinear motif ) und LCR (low complexity region) Anteilen
innerhalb der ID-Regionen. MoRF-Regionen (normalerweise 10-70 Aminosäuren lang)
durchlaufen eine tertiäre Konformationsänderung von einem ungeordneten in eine ge-
ordneten Zustand, wenn sie eine Bindung an ein anderes Protein eingehen und sind
dadurch in der Lage, verschiedene andere Proteine stabil zu binden (Cumberworth
u. a. 2013). SLiM sind kurze (normalerweise unter 10 Aminosäuren lang), evolutionär
konservierte Sequenzen, die ebenfalls über eine Konformationsänderung von einem un-
geordneten in einen geordneten Zustand übergehen und verschiedene andere Proteine
spezifisch binden können. LCR hingegen sind längere Aminosäuresequenzen, die aus
wenigen sich wiederholenden Aminosäuren bestehen und beispielsweise als Linker-
Ketten eine hohe räumliche Flexibilität ermöglichen können (Cumberworth u. a. 2013).
Die Vorhersage potenzieller intrinsisch unregulierter Regionen aus der Aminosäurese-
quenz ist mit circa 80 % Genauigkeit über verschiedene disorder prediction Algorithmen
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möglich (Ferron u. a. 2006). Die Vorhersagen beruhen darauf, dass in intrinsisch un-
regulierten Regionen wenige große hydrophobe Aminosäuren und viele polare sowie
geladene Aminosäuren zu finden sind (Ferron u. a. 2006). Es existieren zahlreiche Web-
basierte Vorhersagealgorithmen (z. B. Dosztányi u. a. 2005, Ferron u. a. 2006, Yachdav
u. a. 2014). Tatsächlich lässt sich über IUPred (abgerufen am 12.10.2015, Dosztányi u. a.
2005), die Eukaryotic Linear Motif Resource for Functional Sites in Proteins (ELM) (abgerufen
am 12.10.2015, Dinkel u. a. 2014) oder PredictProtein (abgerufen am 12.10.2015, Yachdav
u. a. 2014) in ORMDL3 eine N-terminal gelegene und circa acht bis zwölf Aminosäuren
lange ID-Region identifizieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ORMDL3-δ1-16
Proteine, denen diese 16 N-terminalen Aminosäuren fehlen, zwar exprimiert werden
und im ER lokalisiert sind, jedoch in der Calciumhomöostase nicht funktional sind
(Carreras-Sureda u. a. 2013).
Date hubs sind signifikant häufiger als andere Proteine am Prozess der Phosphory-
lierung beteiligt (Cumberworth u. a. 2013, Shimizu u. a. 2009) oder üben sogar selbst
eine Kinase-Funktion aus (P. M. Kim u. a. 2008). Für die Hefehomologe der ORMDL-
Proteine ORM1 und ORM2 konnte bereits gezeigt werden, dass multiple unterschiedlich
stark phosphorylierte Unterformen existieren (Breslow u. a. 2010), die Phosphorylie-
rung durch die YPK1-Kinase vermittelt wird (Roelants u. a. 2011), dass die Phospho-
rylierung der ORM-Proteine im Rahmen der homöostatischen Regulation nach einer
Störung der Sphingolipidbiosynthese erfolgt (Breslow u. a. 2010) und dass die Entfer-
nung der N-terminalen Phosphorylierungsstellen im ORM-Protein zu einer Aufhebung
der negativ-regulatorischen Funktion von ORM in der Sphingolipidbiosynthese führt
(Breslow u. a. 2010). Obwohl die veränderten ORM-Proteine in ähnlicher Menge ex-
primiert werden und weiterhin Homo- und Heterooligomere bilden können sowie mit
LCB1 interagieren, verlieren sie die Fähigkeit den SPOTS-Komplex zu bilden und so-
mit ihre regulatorische Funktion auszuüben (Breslow u. a. 2010). Dies ist interessant,
denn es belegt zum einen, dass die potenziellen date hub Proteine der ORM-Familie
einer Phosphorylierung unterliegen und zum anderen, dass es PPI gibt, wie die Homo-
und Heterooligomerisierung, die davon unabhängig sind, aber auch PPI (etwa mit
dem SPOTS-Komplex), die von der Phosphorylierung abhängig sind. Für die humanen
ORMDL-Proteine konnte gezeigt werden, dass sie zudem die Phosphorylierung ande-
rer Proteine regulieren, beispielsweise über die MAP-Kinasen MAPK1 und MAPK3 (Ha
u. a. 2013) oder die Serin-Threonin-Proteinkinase AKT (Bugajev u. a. 2015). Es ist jedoch
wichtig zu beachten, dass die Aminosäuresequenz der ORM-Proteine aus Saccharomyces
cerevisiae am N-Terminus zwischen 20-60 Aminosäuren länger ist als die der humanen
ORMDL-Proteine (Hjelmqvist u. a. 2002, Kiefer u. a. 2015) und dort auch eine entspre-
chend längere intrinsisch unregulierte Region tragen (ELM-Vorhersage, abgerufen am
14.10.2015, Dinkel u. a. 2014).
Es zeigt sich, dass intrinsisch unregulierte Regionen auch in der Pathogenese zahlreicher
Erkrankungen eine Rolle spielen, da über eine veränderte Expression dieser Proteine un-
erwünschte und unkontrollierte Interaktionen mit anderen Proteinen (insbesondere sol-
chen, die ebenfalls ID Regionen enthalten) zustande kommen (Cumberworth u. a. 2013).
So konnte gezeigt werden, dass bei zunehmender Überexpression besonders die Protei-
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ne, die intrinsisch unstrukturierte Regionen enthalten, die Zellfunktion in Saccharomyces
cerevisiae einschränken (Vavouri u. a. 2009). Eine solche Abhängigkeit pathologischer PPI
von der Menge an exprimierten Proteine (mass-action-driven molecular interactions) ist für
humane Onkogene bekannt und einer der bekannten Pathomechanismen bei der Entste-
hung von verschiedenen Tumorerkrankungen (Vavouri u. a. 2009). Im Umkehrschluss
dient die genaue Kontrolle der Expression solcher Proteine der Verhinderung von nicht-
funktionalen PPI (Cumberworth u. a. 2013). Dies ist aus zwei Gründen bedeutsam für
die ORMDL-Proteine: zum einen führen die bekannten Risikoallele für Asthma im Lo-
cus 17q21 wie in Kapitel 4.1 dargestellt primär zu einer veränderten Expression von
ORMDL3, zum anderen bedeutet es für alle hier dargestellten Interaktionsexperimente,
dass sie auch zahlreiche nicht-funktionale Interaktionen zeigen könnten aufgrund der
Überexpression der Interaktionspartner, wie in Abschnitt 4.2.7 dargelegt.
Letztendlich bleibt festzuhalten, dass die ORMDL-Proteine eine hohe Promiskuität zei-
gen und wahrscheinlich eine Funktion als date hub ausüben. Die gezeigte Promiskuität
kann auf der nachgewiesenen Homo- und Heterooligomerisierung beruhen, die die
Bildung größerer und stabilerer Proteinkomplexe begünstigen (Ispolatov u. a. 2005),
wie auch auf den prädizierten ID-Regionen. Es lässt sich feststellen, dass wir (1) für
ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mehr als 150 bisher unbekannte PPI nachweisen
konnten, (2) sich die Interaktome der einzelnen ORMDL-Varianten als Hinweis auf ei-
ne gemeinsame Funktion nur minimal voneinander unterscheiden, (3) sich in diesem
Interaktom zahlreiche Interaktionspartner wiederfinden, die Funktionen innerhalb der
mit den ORMDL-Proteinen assoziierten Prozesse der Sphingolipidbiosynthese, des Cal-
ciumhaushalts, des Immunsystems und der UPR haben und (4) die ORMDL-Proteine
darüber hinaus mit zahlreichen Membranproteinen und wichtigen Rezeptoren der Asth-
mapathognese und -therapie interagieren.
4.3 ORMDL und β2-AR
Der alleinige Nachweis einer PPI kann nicht die funktionelle Relevanz dieser Interaktion
belegen, wohl aber als Ausgangspunkt für die weitere Untersuchung einer gemeinsa-
men Funktion von zwei Proteinen dienen. Wir konnten eine Interaktion von ORMDL1,
ORMDL2 und ORMDL3 mit dreizehn GPCR identifizieren (CCR3, CCR4, CCR6, AD-
ORA3, ADORA2b, β2-AR, CXCR1, CXCR2, CHRM3, CYSLTR1, F2RL1, OPRD1, SSR1),
sodass es sich bei der Interaktion zwischen den ORMDL-Proteinen und GPCR um eine
Klassen-spezifische Funktion der ORMDL-Proteine handeln könnte. Dies sind die ers-
ten nachgewiesenen PPI zwischen GPCR und ORMDL. Modellhaft untersuchten wir
die Interaktion von ORMDL und β2-AR genauer. Die Interaktionen zwischen ORMDL-
Varianten und β2-AR erschienen uns bedeutsam, da es sich bei β2-AR um das am besten
untersuchte Protein in der Asthmapathogenese und -genetik handelt. Tatsächlich han-
delt es sich bei β2-AR um eines der am besten untersuchten Proteine der gesamten
Biowissenschaften, das auch als Modellsystem zum Verständnis von GPCR genutzt
wird (J. K. L. Walker u. a. 2011). Als gesichert kann gelten, dass über den β2-AR wich-
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tige physiologische Reaktionen wie die Bronchodilatation gesteuert werden, dass über
seine Aktivierung auch die Bronchokonstriktion auf unspezifische Reize (z. B. Hizawa
2009) oder Cholinergika (z. B. Rhoden u. a. 1988) vermindert, die mukoziliäre Clearance
verstärkt (z. B. Davis u. a. 1980, Devalia u. a. 1992) und die Freisetzung proinflam-
matorischer Zytokine aus Mastzellen unterdrückt (z. B. Butchers u. a. 1991) werden.
Gegenstand zahlreicher Vorarbeiten (siehe auch Kapitel 1.3) sind die Wirkungen der
unterschiedlichen, lang- und kurzwirksamen β-Sympathomimetika am β2-AR (Asthma-
therapie), die Auswirkungen der zahlreichen nachgewiesenen Allele des β2-AR sowohl
auf das Erkrankungsrisiko als auch den Erkrankungsverlauf (Asthmapathogenese) als
auch die Wirksamkeit der β-Sympathomimetika in Abhängigkeit vom Allelstatus (Phar-
makogenetik). Wir untersuchten die Bedeutung der Interaktion von ORMDL und β2-AR
wie folgt:
(1) In einem ersten Schritt verifizierten wir die Interaktion von ORMDL mit β2-AR in
der Koimmunpräzipitation und charakterisierten mittels BRET die Interaktionskinetik
von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit β2-AR genauer.
(2) Da aus der Literatur bekannt ist, dass β2-AR Oligomere bilden und dass ihre Inter-
aktionenskinetik durch die Zugabe von β-Sympathomimetika moduliert werden kann,
vollzogen wir diese Ergebnisse zunächst in unserem BRET-System nach, bevor wir (3)
die Interaktion von ORMDL3 mit den unterschiedlichen Allelen des β2-AR sowie (4) die
Modulation dieser Interaktionen durch β-Sympathomimetika untersuchten.
(5) Schließlich untersuchten wir aufgrund der ER-Lokalisation der ORMDL-Proteine,
der nachgewiesenen Interaktionen mit einer Vielzahl GPCR und der nachgewiesenen
Interaktion mit zahlreichen Chaperonen, ob die ORMDL-Proteine eine Funktion als
akzessorische Proteine von β2-AR ausüben, ob sie einen Einfluss haben auf die Oberflä-
chenexpression von β2-AR und ob dies vom β2-AR-Allel abhängig ist.
4.3.1 Oligomerisierung von β2-AR und ORMDL
Die Interaktion zwischen β2-AR und den drei Proteinen der ORMDL-Familie wurde in
unseren Experimenten zum ORMDL-Interaktom in der Analyse möglicher Asthma-
relevanter Proteine mittels BRET-Interaktionsexperimenten nachgewiesen. Der erste
Schritt vor der genaueren Analyse dieser Interaktion war die Bestätigung der Inter-
aktion mit einer alternativen Methode, die mittels Koimmunpräzipitation gelang. Wir
konnten die Interaktion von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit β2-AR somit jeweils
mit einer zuverlässigen biochemischen und einer zuverlässigen biophysikalischen Me-
thode (Villaveces u. a. 2015) nachweisen. Es handelt sich um den ersten Nachweis einer
Interaktion von ORMDL mit einem GPCR, um den ersten Nachweis einer Interaktion
von ORMDL mit einem direkt in der Asthmapathogenese und -therapie involvierten
Protein und zugleich um eine gemeinsame Eigenschaft aller drei ORMDL-Proteine.
Über BRET-Sättigungsexperimente ist eine genauere Charakterisierung der Kinetik von
PPI möglich. In Sättigungsexperimenten konnten wir zeigen, dass ORMDL3 eine be-
sonders hohe Affinität für die Bildung von Heterooligomeren mit β2-AR hat verglichen
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mit ORMDL1 oder ORMDL2. Die relative Bindungsaffinität war für die Interaktion von
ORMDL3 mit β2-AR zwei- bis dreimal höher als für die anderen Kombinationen. Bei
ORMDL3 handelt es sich auch um das am stärksten mit einem erhöhten Asthmarisiko
assoziierte Proteine der ORMDL-Familie mit den zugleich höchsten Allelfrequenzen
unter allen mit Asthma assoziierten Polymorphismen der ORMDL-Proteine (Toncheva
u. a. 2015). Die durch uns in den Sättigungsexperimente ebenfalls nachgewiesene höhe-
re BRETmax in der Oligomerisierung von ORMDL2 mit β2-AR könnte zudem auf eine
andere Quartärstruktur der Heterooligomere mit ORMDL2 hinweisen.
Relative Bindungsaffinitäten sind in der Konstitution multimerer Proteinkomplexe be-
deutsam, da sie, in Abhängigkeit von weiteren Faktoren wie dem Expressionsniveau,
Aktivierungszuständen mit Konformationsänderungen und der subzellulären Lokali-
sation, die genaue Zusammensetzung der Proteinkomplexe definieren (Perkins u. a.
2010). Letztendlich kann die Bindungsaffinität unter Berücksichtigung dieser anderen
Faktoren dazu dienen, zu verstehen, wie fest das PPI-Netzwerk an einer Stelle verwo-
ben ist. Zugleich können Mutationen in den Promotorregionen von Proteinen, die einen
Einfluss auf das Expressionsniveau eines Proteins haben, über die Verschiebung der Oli-
gomerzusammensetzungen ihren (patho-)physiologischen Einfluss ausüben (Kucukkal
u. a. 2015, Lage 2014). Für das unter den drei ORMDL-Varianten am stärksten mit dem
β2-AR interagierende ORMDL3 konnte bereits gezeigt werden, dass sich die mit einem
erhöhten Erkrankungsrisiko an kindlichem Asthma assoziierten Polymorphismen auf
das Expressionsniveau auswirken (Moffatt u. a. 2007, Toncheva u. a. 2015).
Zusammenfassend konnte eine Interaktion von ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 mit
β2-AR nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer gemeinsamen
Funktion der ORMDL-Proteine in der Asthmapathogenese (Toncheva u. a. 2015), es
fanden sich jedoch auch auf Proteinebene Hinweise darauf, dass die Assoziation für
ORMDL3 besonderes stark ist. Vor einer weiteren Analyse der Interaktion von ORMDL3
und β2-AR erfolgte die genauere Charakterisierung der Oligomerisierung von β2-AR im
BRET-System.
4.3.2 Homooligomerisierung von β2-AR
Wir untersuchten die β2-AR-Homooligomerisierung mittels BRET, um zu testen, ob die
aus der Literatur bekannten Eigenschaften in unserem BRET-System bestätigt werden
können als Voraussetzung für die folgende Untersuchung der Interaktion von ORMDL
mit β2-AR unter dem Einfluss von β-Sympathomimetika und in Abhängigkeit vom
β2-AR-Allel. Für die Untersuchung von PPI im Zusammenhang mit Asthma ist der β2-AR
auch deshalb von besonderem Interesse, weil sich in den letzten Jahren die Erkenntnis
durchsetzten konnte, dass β2-AR als Dimere oder sogar höhergradige Oligomere ihre
Funktionen an der Zelloberfläche ausüben und nicht wie zuvor vermutet als Monome-
re. So wurde durch BRET-Experimente gezeigt, dass β2-AR Homodimere bilden, bereits
im ER interagieren und in der Plasmamembran an der Zelloberfläche als Dimere exis-
tieren (Cao u. a. 2005, Hebert u. a. 1996, Lan u. a. 2011, Mercier 2002, Salahpour 2004).
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Mutationen innerhalb des ADRB2-Gens, die zur Expression einer defekten Dimerisie-
rungsdomäne führen, reduzieren die Oberflächenexpression von β2-AR um mindestens
50 % trotz erhaltener Rezeptorkonformation und -funktion (Salahpour 2004) und Mu-
tationen innerhalb der ER-Retentions-Regionen üben sogar einen dominant-negativen
Effekt auf das trafficking von unveränderten β2-AR zur Zelloberfläche aus (Salahpour
2004). Dies ist eine wichtige Erkenntnis, denn so könnten Polymorphismen in einem
Allel einen dominanten Effekt auf beispielsweise das Wildtyp-Allel ausüben. In künst-
lichen Plasmamembranen konnte bis auf die Ebene einzelner Rezeptoren gezeigt wer-
den, dass β2-AR frei in der Plasmamembran diffundieren und in Abhängigkeit von ihrer
Konzentration auch bereits bei fast physiologischen Konzentrationen an der Zellober-
fläche als Monomere, Dimere, Trimere und Tetramere vorliegen (Calebiro u. a. 2013). Für
die Internalisierung von der Zelloberfläche hingegen, die durch β-Sympathomimetika
ausgelöst wird, ist eine Dimerisierung nicht notwendig, denn auch die Bindung eines
β-Symphatomimetikums an Monomere oder einen der beiden β2-AR eines Dimers reicht
aus, um die Internalisierung auszulösen (Sartania u. a. 2007).
Die Homooligomerisierung von β2-AR konnte in dieser Arbeit mittels BRET-Sättigungs-
experimenten bestätigt werden. Es war bereits bekannt, dass diese Homooligomerisie-
rung durch β-Sympathomimetika beeinflusst werden kann: Isoproterenol erhöht die
Bildung von β2-AR-Homodimeren (Hebert u. a. 1996) und stabilisiert diese, während Ti-
molol als inverser Agonist den monomeren Zustand stabilisert (Hebert u. a. 1996). Auch
der Einfluss von Isoproterenol auf die Homooligomerisierung von β2-AR-G16/Q27 ließ
sich in BRET-Sättigungsexperimenten in dieser Arbeit bestätigen, da die Zugabe von
Isoproterenol in unseren BRET-Experimenten die Affinität von β2-AR-G16/Q27, Homoo-
ligomere zu bilden, signifikant erhöhte. Es handelt sich bei unserem BRET-System also
um einen geeigneten Versuchsaufbau, um die PPI von β2-AR weiter zu charakterisieren.
Die Stabilisierung der Homooligomerisierung von β2-AR-G16/Q27 konnten wir auch
unter Zugabe der anderen kurzwirksamen β-Symphatomimetika Salbutamol und Clen-
buterol beobachten, nicht jedoch für Salmeterol. Da Salmeterol im Vergleich zu den
anderen β-Sympathomimetika jedoch nur an einen geringen Anteil (bei physiologischer
Rezeptorkonzentration bereits nur circa 4 % (Johnson 2006)) aller β2-AR bindet, ist ein
fehlender Einfluss auf die Oligomerisierung plausibel. Es ließ sich also sowohl die Ho-
mooligomerisierung von β2-AR (bzw. des häufigsten Allels β2-AR-G16/Q27) als auch
der bekannte, stabilisierende Einfluss von Isoproterenol auf diese Interaktion in unse-
rem BRET-System nachvollziehen. Kurzwirksame β-Sympathomimetika können somit
die Homooligomerisierung von β2-AR stabilisieren, was entsprechend der Ergebnisse
von Salahpour und Kollegen zu einer erhöhten Expression an der Zelloberfläche beitra-
gen (Salahpour 2004) und somit einer Tachyphylaxie wie auch der Trennung der Dimere
aufgrund der Agonisten-induzierten Internalisierung entgegenwirken könnte (Lan u. a.
2011).
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Hetero- und Homooligomerisierung der β2-AR-Allele
Wir untersuchten weiterhin den Einfluss der beiden wichtigsten Polymorphismen im
ADRB2-Gen auf die Rezeptoroligomerisierung. Diese beiden für Aminosäureänderun-
gen codierenden Polymorphismen des ADRB2-Gens liegen an Position 46 (mit einer
Veränderung der Aminosäuresequenz an Position 16 von Arginin (R) zu Glycin (G))
sowie an Position 79 der Nukleinsäuresequenz (mit einer Aminosäureänderung an Po-
sition 27 von Glutamat (E) zu Glutamin (Q)). Die Häufigkeit des R16-Allels liegt bei
0.39 in Kaukasiern, 0.50 in Afroamerikanern und 0.40 in Asiaten, während das Q27-
Allel eine Verteilung von 0.57, 0.73 beziehungsweise 0.80 hat (Chung u. a. 2011). Diese
Einzelnukleotid-Polymorphismen sind in einem starken Linkage-Disequilibrium: wäh-
rend R16/E27 sehr selten ist, finden sich die Kombinationen G16/Q27, G16/E27 und
R16/Q27 häufig (Hawkins u. a. 2008). β2-AR mit diesen drei häufigen Polymorphismen-
Kombinationen wurden in den Interaktionsexperimenten verwendet. Drysdale und
Kollegen beschreiben insgesamt sogar dreizehn Polymorphismen innerhalb des ADRB2-
Gens, die sich in zwölf häufige Allele aufgliedern (Drysdale u. a. 2000, Hawkins u. a.
2008). Einen Einfluss weiterer Polymorphismen auf unsere Ergebnisse können wir hier
nicht ausschließen, da sich innerhalb der 5´-UTR und der 3´-UTR weitere 49 Polymor-
phismen befinden (Chung u. a. 2011). Wir konnten hier jedoch erstmals zeigen, dass
sich die drei häufigsten Allele der beiden im Zusammenhang mit der Pathogenese so-
wie Pharmakogenetik von Asthma am besten untersuchten Polymorphismen in ihren
Eigenschaften zur Bildung von Homo- und Heterooligomeren nicht unterscheiden. Im
Vergleich mit β2-AR-G16/Q27 zeigen β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27 gleiche Affi-
nitäten entsprechend ihrer BRET50 für die Bildung von Homo- bzw. Heterooligomeren.
Dieses Ergebnis ist gut damit vereinbar, dass sich diese Polymorphismen außerhalb der
bekannten Bindungsdomänen (Gly84, Gly276, Gly280, Leu284 (Hebert u. a. 1996, Salah-
pour 2004)) befinden und ermöglicht es, die im Folgenden gezeigten Unterschiede in
der Oligomerisierug von ORMDL3 mt den β2-AR-Varianten als unabhängig von einer
theoretisch möglichen Veränderung der Homooligomerisierung von β2-AR zu deuten.
Pharmakogenetik von β2-AR
Neben den Untersuchungen zur Assoziation von Polymorphismen des β2-AR mit Asth-
ma bronchiale gibt es zahlreiche experimentelle und klinische Studien zur Wirksamkeit
der β-Sympathomimetika in Abhängigkeit von Polymorphismen des Rezeptors. Der
β2-AR oszilliert zwischen aktiven und inkativen Zuständen, wobei in Ruhe der inak-
tive Zustand dominiert. Die Agonisten und Antagonisten entfalten ihre Wirkung am
ehesten durch die Stabilisierung von aktivem bzw. inaktivem Zustand. Komplette Ago-
nisten stabilisieren alle Rezeptoren im aktiven Zustand, partielle nur einen Teil, wäh-
rend inverse Agonisten den inaktiven Zustand stabilisieren, ebenso wie Antagonisten
(Johnson 2006). Es wird davon ausgegangen, dass über 70 % der Heterogenität der β-
Sympathomimetika-Wirkung genetisch determiniert ist (Drazen u. a. 2000, Evans u. a.
2003, Hizawa 2011, Weiss u. a. 2006), aber es ist noch unklar, in wieweit Polymorphis-
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men des β2-AR selbst für die Medikamentenwirkung entscheidend sind. Es gibt jedoch
deutliche Hinweise darauf, dass bestimmte Polymorphismen einen ungünstigen Ein-
fluss auf den Effekt einer Dauertherapie mit lang-wirksamen β-Sympathomimetika auf
Asthma bronchiale haben (Hizawa 2011). In einer großen Placebo-kontrollierten Studie
führte die Dauertherapie mit Salmeterol über 28 Wochen zu einer Zunahme von To-
desfällen in der Therapiegruppe (13 vs. 3 Todesfälle bei ca. 13.000 Patienten in beiden
Therapiearmen) (Nelson u. a. 2006). Auch die Menge an regelmäßig eingenommenen
kurzwirksamen β-Sympathomimetika ist positiv korreliert mit einer steigenden Morta-
lität, und zwar insbesondere für Afro-Amerikaner (Spitzer u. a. 1992, Suissa u. a. 1994).
Dies führte dazu, dass Isoproterenol vom Markt genommen wurde (J. K. L. Walker u. a.
2011). Eine Metaanalyse zum Effekt der langwirksamen β-Sympathomimetika mit über
33.000 Patienten kam sogar zu dem Schluss, das diese insgesamt das Auftreten von
schweren und lebensbedrohlichen Asthmaexazerbationen und damit auch die Anzahl
der Asthma-assoziierten Todesfälle erhöhen (Salpeter u. a. 2006), was schließlich zu ei-
ner Sicherheitswarnung durch die Federal Drug Administration für die Dauertherapie
mit Salmeterol führte (Ortega u. a. 2010). Der genaue Einfluss der Polymorphismen ist
jedoch noch unzureichend verstanden, in einer aktuellen Studie von Wechsler und Kol-
legen konnte unabhängig von Polymorphismen an Position 16 oder 27 des β2-AR kein
Vorteil einer Dauertherapie mit LABA in Afro-Amerikanern gezeigt werden (Wechs-
ler u. a. 2015). Ganz grundsätzlich zeigen die Adrenorezeptoren in humanen glatten
Muskelzellen der Bronchien auch unabhängig von Polymorphismen an Position 16 und
27 eine normale Bindung der Agonisten und eine Aktivierung (gemessen als Adeny-
lylcyclaseaktivität) als Hinweis auf eine grundsätzliche Funktionsfähigkeit (Green u. a.
1994, Green u. a. 1995). Dennoch ist für β2-AR-G16 in einigen Studien eine geringe-
re Wirksamkeit von kurzwirksamen β-Sympathomimetika beschrieben worden (Asano
u. a. 2010, Choudhry u. a. 2005, Lipworth 1999, Martinez u. a. 1997, S. Tan u. a. 1997).
Andere Studien hingegen fanden keinen Zusammenhang (Hawkins u. a. 2006, Taylor
2007), was sich möglicherweise wiederum durch die fehlende Beachtung weiterer Poly-
morphismen erklären lässt (Drysdale u. a. 2000). Für β2-AR-R16 ist gezeigt worden, dass
es zu einem schlechteren Verlauf mit höherer bronchialer Hyperreagibilität und schwe-
ren Exazerbationen unter einer Dauertherapie mit Sympathomimetika kommen kann
(Basu u. a. 2009, Blake u. a. 2015, Hizawa 2011, Israel u. a. 2001, Israel u. a. 2004, Taylor
u. a. 2000, S. Turner u. a. 2016, Wechsler u. a. 2009, Zuurhout u. a. 2013) wie auch zu
einem schlechteren Ansprechen auf β-Sympathomimetika mit längerer Aufenthaltsdau-
er auf Intensivstationen, wenn eine Exazerbation auftritt (Carroll u. a. 2009). Auch hier
gibt es jedoch Studien, die keinen Zusammenhang zwischen dem Allelstatus und der
Wirkung von β-Sympathomimetika gefunden haben (Bleecker u. a. 2007, Bleecker u. a.
2010, Meyers u. a. 2014) und weiterhin ist ein besseres Ansprechen auf kurzwirksame
β-Sympathomimetika für β2-AR-R16 homo- oder heterozygote Patienten (und Proban-
den) bei einmaliger Anwendung beschrieben worden (Martinez u. a. 1997, Lima u. a.
1999).
Unklar sind auch die Auswirkungen der β2-AR-Allele auf die Oberflächenexpressi-
on. Zu Beginn dieser Arbeit waren die Vorarbeiten noch eindeutig zu interpretieren
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(Litonjua 2004), seit der Publikation von Panebra und Kollegen treffen die beiden wich-
tigsten Arbeiten hinsichtlich der Oberflächenexpression und ihrer Regulierung durch
β-Sympathomimetika jedoch gegenteilige Aussagen, was eine funktionelle Bewertung
der Ergebnisse zum jetzigen Zeitpunkt schwierig macht (Green u. a. 1993, Panebra u. a.
2010). In der Arbeit von Green und Kollegen aus dem Jahr 1993 berichteten diese, dass
β2-AR-R16/Q27 mit 26±3 % eine geringere Herabregulierung der Oberflächenexpression
in Folge von β-Sympathomimetika-Stimulation zeigt als β2-AR-G16/Q27 (41±3 %) oder
β2-AR-G16/E27 (39±4 %) (Green u. a. 1993). In der Arbeit von Panebra und Kollegen
aus dem Jahr 2010 wurde hingegen gezeigt, dass β2-AR-R16/Q27 entweder eine erhöh-
te oder eine normale Herabregulation zeigt abhängig von weiteren Polymorphismen
innerhalb der 5´-UTR- und der 3´-UTR-Region von ADRB2, während β2-AR-G16/E27
und β2-AR-G16/Q27 eine normale Herabregulierung haben (Panebra u. a. 2010). Für
die Oberflächenexpression fanden Green und Kollegen eine Verminderung bei β2-AR-
G16/E27, während Panebra und Kollegen eine Erhöhung fanden (Green u. a. 1994, Pane-
bra u. a. 2010). Außerdem war bei Panebra und Kollegen die Oberflächenexpression von
β2-AR-R16/Q27 entweder erhöht oder regulär, während β2-AR-G16/Q27 eine normale
Expression zeigte (Panebra u. a. 2010). Hier zeigt sich die Wichtigkeit der Einbeziehung
mehrerer Kombinationen an Polymorphismen sowie die Beachtung möglicher Linkage-
Disequilibrien, denn diese Unterschiede resultieren wahrscheinlich aus der Missach-
tung weiterer konfundierender Polymorphismen, die, wenn sie sich in einem starken
Linkage-Disequilibrium mit den untersuchten Polymorphismen befinden, einen beson-
ders starken Einfluss haben.
Eine Übertragung dieser Erkenntnisse auf eine individualisierte Pharmakotherapie ist
aufgrund der uneindeutigen Studienlage bisher noch nicht möglich gewesen, und die
bisher untersuchten ADRB2-Polymorphismen erklären möglicherweise nur einen klei-
nen Teil der Heterogenität (Hizawa 2011, J. K. L. Walker u. a. 2011). Dem negativen Ein-
fluss der langwirksamen β-Sympathomimetika zugrunde liegen könnten unabhängig
von genetischen Einflüssen beispielsweise das spätere Erkennen einer Krankheitspro-
gression mit Übertünchen der zugrundeliegenden fortschreitenden Inflammation oder
die zunehmende Desensitivierung der β2-AR mit konsekutiver Herabregulation (Hiza-
wa 2011). Zur Vorhersage der Wirksamkeit der β-Sympathomimetika in Abhängigkeit
vom Allelstatus werden in Zukunft größere, prospektive Studien beitragen (Hizawa
2011, Miller u. a. 2012, Ortega u. a. 2014), die zum Teil auch schon Patienten rekru-
tieren (Vijverberg u. a. 2017). Die Frage, ob über eine pharmakogenetische Stratifizie-
rung eine Minimierung der unerwünschten Arzneimittelwirkungen erreicht werden
kann, bleibt relevant. Wir konnten nun zeigen, dass für die Homooligomerisierung von
β2-AR-G16/E27 oder β2-AR-R16/Q27 im Gegensatz zu β2-AR-G16/Q27 kein stabilisieren-
der Einfluss durch Isoproterenol oder ein anderes β-Sympathomimetikum nachweisbar
ist. Die Veränderungen von Bindungsaffinitäten unter einer Stimulation mit Rezepto-
ragonisten wurden bisher noch nicht in Abhängigkeit von Allelstatus untersucht, sodass
es sich hier um den ersten Nachweis einer Abhängigkeit der Bindungsaffinitäten der
β2-AR-Allele von der Medikamentenzugabe handelt.
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4.3.3 Oligomerisierung von ORMDL3 mit β2-AR wird durch β2-AR-
Allele und β-Sympathomimetika beeinflusst
Nachdem wir zeigen konnten, dass sich im BRET-System die Homooligomerisierung
der β2-AR-Varianten und der Einfluss von Isoproterenol nachvollziehen lassen, nut-
zen wir das System nun zur weiteren Charakterisierung der Interaktion von ORMDL3
mit β2-AR. Bezüglich eines Einflusses von ADRB2-Polymorphismen auf die Entstehung
von Asthma bronchiale sind die Forschungsergebnisse mittlerweile eindeutig. Es gibt
keine einzelnen Polymorphismen im ADRB2-Gen, die reproduzierbar mit einem er-
höhten Risiko an Asthma zu erkranken, assoziiert sind. Dies wurde für eine britische
Geburtskohorte mit über 8.000 Probanden durch Hall und Kollegen gezeigt (I. P. Hall
u. a. 2006). Auch große Metaanalysen konnten keine Zusammenhang finden zwischen
dem Risiko, an Asthma zu erkranken, und Polymorphismen des ADRB2-Gens (Liang
u. a. 2014, Migita u. a. 2004). Entsprechend konnten Polymorphismen im ADRB2-Gen
in den genomweiten Assoziationsstudien zu Asthma bronchiale auch nicht identifiziert
werden (Ferreira u. a. 2014, Moffatt u. a. 2007, Myers u. a. 2014, Portelli u. a. 2015, Wjst
u. a. 2013, Yatagai u. a. 2014). Mit dem Nachweis einer direkten Interaktion des mit
Asthma-assoziierten Proteins ORMDL3 mit β2-AR ist jedoch auch ein über die PPI mit
ORMDL3 vermittelter indirekter Einfluss der β2-AR-Polymorphismen auf das Asthma-
risiko oder das Ansprechen auf β-Sympathomimetika in Abhängigkeit von Polymor-
phismen der ORDML-Gene möglich. Tatsächlich waren wir in der Lage zu zeigen, dass
sich der β2-AR-Allelstatus auf die Interaktion mit ORMDL3 auf Proteinebene auswirkt.
Zunächst konnten wir auch für β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27 eine Interaktion mit
ORMDL3 nachweisen. Während sich die BRETmax nicht signifikant für die einzelnen
β2-AR-Varianten unterschied als Hinweis auf eine ähnliche Konformation der Prote-
inkomplexe, war die relative Bindungsaffinität signifikant geringer für die Interaktion
von ORMDL3 und β2-AR-G16/E27 (BRET50 0,59) verglichen mit β2-AR-G16/Q27 (0,33)
oder β2-AR-R16/Q27 (0,28). Abhängig von der ORMDL3-Funktion kann der Allelstatus
hier einen Einfluss auf die Interaktion von β2-AR und ORMDL3 haben und somit die
Wirkung von ORMDL3 auf β2-AR beeinflussen, wobei es möglich ist, dass sich der Po-
lymorphismus an Position 27 im β2-AR auf die Bindungsaffinität zu ORMDL3 auswirkt.
Nachdem der Nachweis einer unterschiedlichen Bindungsaffinität von ORMDL3 zu den
verschiedenen β2-AR-Allelen geführt werden konnte, untersuchten wir auch den Effekt
verschiedener β-Sympathomimetika auf die Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR. Wir
konnten zeigen, dass die β-Sympathomimetika Salmeterol, Clenbuterol und Isoprotere-
nol auf die Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR-R16/Q27, β2-AR-G16/Q27 oder β2-AR-
G16/E27 unterschiedliche Auswirkungen haben. Während die Interaktion von ORMDL3
mit β2-AR-G16/E27 nicht durch β-Sympathomimetika beeinflusst wird, führt Clenbute-
rol zu einer geringeren Bindungsaffinität zwischen ORMDL3 und β2-AR-G16/Q27 und
Salmeterol wie auch Isoproterenol zu einer geringeren Affinität zwischen ORMDL3
und β2-AR-R16/Q27. Die Mechanismen der einzelnen Ligandenbindungen unterschei-
den sich zwischen und innerhalb von lang- und kurzwirksamen Sympathomimetika
(Johnson 2006). Kurz-wirksame hydrophile Sympathomimetika wie Salbutamol wirken
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direkt von extrazellulär auf den Rezeptor. Salmeterol hingegen als lang-wirksames Sym-
pathomimetika ist circa 10.000 mal lipophiler als Isoproterenol und diffundiert daher
innerhalb einer Minute in die Membran, bildet dort ein Depot, diffundiert dann jedoch
in einem langsamen Prozess in das aktive Zentrum des β2-AR, sodass eine Wirkung erst
nach mehr als 30 Minuten eintritt. Die Wirkung der Agonisten hängt nicht nur von der
Affinität, sondern auch von der Effektivität ab. Vollständige Agonisten sind Isoprote-
renol, Fenoterol und Formoterol, teilweise Agonisten sind Salbutamol und Terbutalin,
während Salmeterol die niedrigste Effektivität hat (Johnson 2006). Die unterschiedliche
Reaktion der β2-AR-Allele auf lang- und kurz-wirksame β-Sympathomimetika sowie
ihre unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften wollten wir uns in unseren
Experimenten zur Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR unter dem Einfluss verschiede-
ner Sympathomimetika zunutze machen. Aufgrund der Lokalisation von ORMDL3 im
ER vermuteten wir, dass, falls sich überhaupt eine Wirkung der β-Sympathomimetika
auf die Interaktion zwischen β2-AR und ORMDL3 finden lassen würde, nur lipophile
β-Sympathomimetika einen Einfluss haben sollten. So zeigte sich wie erwartet auch kein
Effekt durch Zugabe von Salbutamol. Vereinbar mit dieser Theorie war auch der Einfluss
von Clenbuterol auf die Interaktion zwischen ORMDL3 undβ2-AR, der interessanterwei-
se nur für β2-AR-G16/Q27 nachweisbar war, sodass sich nicht nur erstmals ein direkter
Einfluss eines Symphatomimetikums auf die Interaktion von ORMDL mit β2-AR zeigen
lässt, sondern zusätzlich eine Abhängigkeit der Auswirkung von Clenbuterol vom Allel-
status. Die Zugabe von Clenbuterol führte dabei zu einer signifikant geringeren Affini-
tät der Bindung zwischen ORMDL3 und β2-AR-G16/Q27. Für die β-Sympathomimetika
Salmeterol und Isoproterenol wiederum ließ sich eine Abnahme der Affinität zwischen
ORMDL3 und β2-AR nur mit dem Allel R16/Q27 nachweisen. Dass das nur an der
Zelloberfläche wirksame hydrophile β-Sympathomimetikum Isoproterenol einen Effekt
auf die Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR-R16/Q27 hatte, war unerwartet. Und auch
die Wirkung des nur an eine geringe Anzahl von β2-AR-bindenden Salmeterols auf die
Affinität der Bindung zwischen ORMDL3 und β2-AR-R16/Q27 war nicht erwartet wor-
den. Insgesamt lässt sich erstmals ein Einfluss von β-Sympathomimetika auch auf die
Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR nachweisen, zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nicht
funktionell deuten. Alle gezeigten Wirkungen von β-Sympathomimetika auf die Interak-
tion von ORMDL3 mit β2-AR führen jedoch zu einer Abnahme der Bindungsaffinität. In
Zusammenschau mit dem im Folgenden gezeigten Einfluss von ORMDL3 auf die Ober-
flächenexpression von β2-AR würde dies zu einem dauerhaft geringeren Einfluss von
ORMDL3 auf β2-AR-G16/E27 und zu einem unter der Gabe von β-Sympathomimetika
geringeren Einfluss auf β2-AR-G16/Q27 und β2-AR-R16/Q27 führen. Patienten mit einer
konstitutiv hohen Expression von ORMDL3 könnten besonders sensibel für solche Ef-
fekte sein, die für β2-AR-G16/Q27 und β2-AR-R16/Q27 einen neuen Mechanismus der
Tachyphylaxie unter β-Sympathomimetika-Therapie darstellen könnten.
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4.3.4 ORMDL3 als akzessorisches Protein für die Oberflächenexpres-
sion von β2-AR
Wir haben eine Interaktion von ORMDL mit drei β2-AR-Allelen, Interaktionen mit zahl-
reichen weiteren GPCR und wichtigen Chaperonen des ER, die Homo- und Heterodime-
risierung der drei ORMDL-Proteine und eine mögliche Funktion als date hub nachwei-
sen können. Bekannt war zudem eine Lokalisation von ORMDL im ER (Hjelmqvist u. a.
2002). Aufgrund dieser Indizien vermuteten wir eine Funktion der ORMDL3-Proteine in
der Proteinfaltung und Proteinqualitätskontrolle im ER und untersuchten daher den Ein-
fluss einer ORMDL3-Überexpression auf die Oberflächenexpression von β2-AR (und der
Allele). Tatsächlich konnten wir mittels In-Cell/On-Cell-ELISA nachweisen, dass β2-AR
in Zellen mit einer ORMDL3-Überexpression verstärkt an der Zelloberfläche exprimiert
wird. Über die Funktion als akzessorisches Protein mit der Kontrolle der Oberflächen-
expression könnte ORMDL3 einen wichtigen Einfluss auf die Funktion von Membran-
rezeptoren wie β2-AR ausüben ähnlich wie sie bereits für andere akzessorische Proteine
nachgewiesen wurde. Solche akzessorischen Proteine, die insbesondere am trafficking
von β2-AR beteiligt sind, wurden bisher fast vollständig von einer Arbeitsgruppe um
Dong und Kollegen (2008, 2010) beschrieben: ARF aus der Superfamilie der Ras-related
small GTPases beispielsweise fungieren als Regulatoren des Vesikel-traffickings. Defektes
ARF1 oder die Inaktivierung mit Brefeldin A führen zu einer Verminderung der Ober-
flächenexpression von β2-AR um 60-80 % (Dong u. a. 2010). Auch die Signaltransduktion
über β2-AR, gemessen als Aktivierung der ERK1/2-Kaskade nach Agonistengabe, wird
inhibiert, wahrscheinlich bedingt durch die geringere Oberflächenexpression und β2-AR
sammelte sich in den defekten Zellen im ER (Dong u. a. 2010). Auch die Inhibition von
Rab1, Rab8 oder SAR1 führt zur perinukleären Konzentration und verminderten Ex-
pression von β2-AR (Dong u. a. 2008, Filipeanu u. a. 2006, G. Wu 2003), während eine
Überexpression von Rab1 oder Rab8 keinen Einfluss hat (Filipeanu u. a. 2006). Mit dem
Nachweis einer höheren Expression an der Zelloberfläche durch die Überexpression von
ORMDL3 lässt sich ORMDL in die Reihe dieser akzessorischen Proteine aufnehmen,
auch wenn der gegenteilige Nachweis einer verminderten Oberflächenexpression noch
aussteht, da es im Rahmen dieser Dissertation nicht gelang, alle ORMDL-Proteine über
die Gabe von siRNA zuverlässig auszuschalten. Weiterhin muss angemerkt werden, dass
eine Reihe weiterer potenziell aufschlussreicher Experimente zur Oberflächenexpressi-
on von β2-AR nicht erfolgreich waren. Zunächst gelang es aufgrund einer zu geringen
Transfektionseffizienz mit verschieden Methoden wie Lipofektion (u.a. DreamFectTM)
oder Nukleofektion (AMAXA R©) nicht, die Experimente in der HBSMC-Zelllinie durch-
zuführen. Für diese Zelllinie ist eine höhere Oberflächenexpression von β2-AR bekannt.
Weiterhin gelang es nicht, die Oberflächenexpression von β2-AR auf COS7-Zellen oder
HEK293-Zellen mittels Western-Blot nach Zellfraktionierung, Radioligandenassay oder
Durchflusszytometrie zu quantifizieren. Auch Untersuchungen zur funktionellen Re-
levanz der ORMDL3-Überexpression und der β2-AR-Oberflächenexpression unter Ver-
wendung eines cAMP-Assays und von Zellstressexperimenten waren aufgrund metho-
discher Schwierigkeiten nicht erfolgreich. Der erfolgte Nachweis im In-Cell/On-Cell-
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ELISA konnte somit noch nicht durch eine zweite Methode bestätigt werden.
Hinsichtlich der Asthmapathogenese ist die erhöhte Oberflächenexpression von β2-AR
unter der Überexpression von ORMDL3 unerwartet, denn eine verminderte Oberflä-
chenexpression von β2-AR unter dem Einfluss einer ORMDL3-Überexpression wäre mit
einer in der Folge verminderten Fähigkeit zur Bronchodilatation direkt mit einem höhe-
ren Risiko von Bronchospasmus und bronchialer Hyperreagibiltät vereinbar gewesen.
Die Regulation der Wirkung von β-Sympathomimetika ist jedoch deutlich komplexer
als dieses simple Modell. Die dauerhafte oder verstärkte Stimulation von β2-AR kann
über eine antithetische Regulierung des β2-AR (McGraw u. a. 2006, J. K. L. Walker u. a.
2011) zu unerwünschten Wirkungen führen. So gibt es durchaus Belege dafür, dass ei-
ne dauerhaft erhöhte Expression von β2-AR in den glatten Muskelzellen der Bronchien
zu einer bronchialen Hyperreagibilität führt. In transgenen Mäusen mit einer solchen
Überexpression konnte eine erhöhte bronchiale Reagibilität nachgewiesen werden, die
auf der dauerhaften Induktion einer höheren Expression von Phospholipase C und, über
Phosphoinositide vermittelt, einer höheren Calcium-Ausschüttung mit stärkerer Mus-
kelkontraktion beruht (McGraw u. a. 2003). Auch in Zellkulturen von HBSMC erhöhte
eine dauerhaft verstärkte β2-AR-Aktivierung die Histamin-assoziierte Ausschüttung
von Phosphoinositid (Sayers u. a. 2006) oder auch die Aktivierung von STAT6 (Knight
u. a. 2015). Der gleiche Mechanismus einer Hochregulierung von Phospholipase C lässt
sich auch in Allergen-assoziierten Mausmodellen für Asthma bronchiale nachweisen,
sodass die chronische Gabe von β-Blockern die Hyperreagibilität in vitro (Luo u. a. 2017)
wie auch in verschiedenen Mausmodellen vermindern konnte (Callaerts-Vegh u. a. 2004,
Lin u. a. 2008, Nguyen u. a. 2008). Vermindert wurde auch die Mucin-Produktion der
Mausatemwege entweder durch die chronische Gabe von β-Blockern (Nguyen u. a. 2008)
oder aber durch den Knockout des ADRB2-Gens (Nguyen u. a. 2009). In einem weiteren
transgenen Asthma-Mausmodell konnte sogar gezeigt werden, dass Mäuse, die den
β2-AR-Agonisten Epinephrin nicht produzieren können, keinen Asthma-Phänotyp aus-
bilden können (Thanawala u. a. 2013), dass also eine Aktivierung über den β2-AR für die
Pathogenese von Asthma mitentscheidend ist. Eine weiterer möglicher Mechanismus
unerwünschter Wirkungen einer dauerhaften Therapie mit β-Sympathomimetika wurde
durch Loza und Kollegen aufgedeckt: β-Sympathomimetika führen in physiologischen
und klinisch relevanten Konzentrationen über Antigen-unabhängige Mechanismen und
Zytokin-abhängige Stimulation zu einer Anreicherung von Typ2 T-Helferzellen (Loza
u. a. 2007, Loza u. a. 2008). Zusätzlich wird die Expression von thymic stromal lymphopoie-
tin (TSLP) durch kurz- und langwirksame Sympathomimetika gefördert (Futamura u. a.
2010), was wiederum eine T2-Helferzell-assoziierte Metaplasie der Becherzellen, eine
Entzündung der Atemwege und bronchiale Hyperreagibilität auslöst (Zhou u. a. 2005).
Über β2-AR kann also auch eine Regulation der T-Zellentwicklung und Zytokinexpres-
sion und damit der Asthmapathogenese und Therapiewirksamkeit erfolgen (J. K. L.
Walker u. a. 2011). Daraus lässt sich ableiten, dass eine durch ORMDL3-Überexpression
bedingte dauerhafte Überexpression von β2-AR tatsächlich zu einer bronchialen Hyper-
reagibilität führen kann. Die unerwünschten Folgen wie beispielsweise erhöhter oxida-
tiver Stress einer dauerhaften Aktivierung durch sympathische Hyperaktivität sind für
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das kardiovaskuläre System gut belegt und Grundlage der Therapie mit β-Blockern (Da-
vel u. a. 2014). Mittlerweile gibt es eine lebhafte Diskussion darüber, ob die chronische
Anwendung von β-Blockern nicht auch in der Therapie von Asthma bronchiale hilfreich
sein könnte (Bond u. a. 2007, Lipworth u. a. 2009).
Neben dem Nachweis einer erhöhten Expression von β2-AR unter der Überexpression
von ORMDL3 untersuchten wir in diesem Zusammenhang auch den Einfluss der drei
wichtigsten Allele. Im In-Cell-ELISA gab es keine Unterschiede hinsichtlich der Ge-
samtexpression der β2-AR-Varianten in Zellen mit oder ohne ORMDL-Überexpression.
Die On-Cell-ELISA-Ratio für β2-AR wurde hingegen in Abhängigkeit von der β2-AR-
Variante durch eine ORMDL3-Überexpression beeinflusst. Die Oberflächenexpression
von β2-AR-G16/Q27 und β2-AR-G16/E27, nicht aber von β2-AR-R16/Q27, war signifikant
erhöht nach Überexpression von ORMDL3 verglichen mit der Kontrollbedingung, wo-
bei die Zunahme der Oberflächenexpression stärker ausgeprägt war für β2-AR-G16/Q27
(3,3-fach) verglichen mit β2-AR-G16/E27 (1,4-fach) oder β2-AR-R16/Q27 (1,3-fach).
ORMDL1, ORMDL2 und ORMDL3 sind in Blutproben von Patienten mit atopischem
Asthma stärker exprimiert (Toncheva u. a. 2015). Durch allergene Stimulation kommt
es zudem in Mäusen zu einer starken Hochregulierung von ORMDL3 in bronchialen
Zellen (Miller u. a. 2012, siehe auch Kapitel 1.2). In Asthmapatienten konnte wiederum
gezeigt werden, dass die Hochregulation der ORMDL3-Expression in Patienten oh-
ne vorherige Allergen-Stimulation (Vorerkrankung an allergischer Rhinitis) auf einen
neuen allergenen Reiz hin deutlich stärker ist (Toncheva u. a. 2015). Somit ist davon
auszugehen, dass Patienten mit atopischem Asthma eine dauerhafte Hochregulation
von ORMDL zeigen mit zugleich vermindertem Ansprechen auf neue allergene Reize
(Miller u. a. 2012, Toncheva u. a. 2015). Unter der Annahme einer ORMDL3-Funktion als
akzessorisches Protein von β2-AR würde dies beim Allel β2-AR-G16/Q27 zu einer konsti-
tutiven Überexpression von β2-AR an der Zelloberfläche führen, die auf einen allergenen
Reiz hin jedoch nicht weiter gesteigert werden kann und bei Gabe von Clenbuterol so-
gar abnehmen könnte. Für das Allel β2-AR-G16/E27 hatte ORMDL3 einen geringen,
aber noch signifikanten Einfluss auf die Oberflächenexpression. Der geringere Einfluss
könnte durch die verringerte Bindungsaffinität zwischen ORMDL3 und β2-AR-G16/E27
bedingt sein. Dafür käme es aber unter einer Therapie mit β-Sympathomimetika nicht zu
einem Wirkverlust bei fehlendem Nachweis eines Einflusses der Sympathomimetika auf
die Interaktion. Für das Allel β2-AR-R16/Q27 schließlich hätte die ORMDL3-Menge auf-
grund der geringen, nicht-signifikanten Steigerung der Oberflächenexpression keinen
relevanten Einfluss. Wenn wir eine Wirkung von β-Sympathomimetika auf die Interak-
tion von ORMDL3 mit β2-AR nachweisen konnten, dann war es eine Schwächung der
Bindungsaffinität, was insgesamt zu einer geringeren Oberflächenexpression von β2-AR
und somit zur Desensitivierung bei chronischem Gebrauch von β-Sympathomimetika
führen könnte. Patienten mit einer hohen Expression von ORMDL3 könnten besonders
sensibel für diesen Mechanismus sein, der eine neue Form der Tachyphylaxie unter
β-Sympathomimetika-Therapie darstellen würde.
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4.4 Ausblick zu ORMDL und Asthma
Seit dem Beginn dieser Dissertation hat das Wissen über ORMDL3 bedeutend zugenom-
men. Damals war einzig seine Assoziation mit einem erhöhten Asthmarisiko beschrie-
ben (Moffatt u. a. 2007) und bestätigt worden (Galanter u. a. 2008, T. Hirota u. a. 2008)
und es lag die Erstbeschreibung der ORMDL-Genfamilie vor (Hjelmqvist u. a. 2002).
2017 hingegen gibt es über 120 Originalpublikationen, die sowohl die Bestätigung die-
ser Assoziation als auch mögliche Funktionen der ORMDL-Proteine behandeln. Hinzu
kommen die Publikationen zur ORM-Funktion in Saccharomyces cerevisiae. Dennoch ist
weiterhin völlig offen, welche der aufgezeigten Funktionen der ORMDL-Proteine die
Assoziation mit Asthma bronchiale bedingt. In Rahmen dieser Dissertation ist es gelun-
gen, ein exploratives Interaktom der ORMDL-Proteine zu erstellen, das ihre Einbindung
in zahlreiche wichtige Stoffwechselwege stützt und eine Funktion als date hub im ER hoch
wahrscheinlich macht. Durch die Nutzung unterschiedlicher Hypothesen-getriebener
und Hypothesen-freier Ansätze konnte hierbei eine Interaktion von ORMDL mit Protei-
nen aus diversen subzellulären Funktionen wie dem Calciumstoffwechsel, Chaperonen,
dem Fettsäurestoffwechsel oder dem Immunsystem gezeigt werden. Das nachgewiesene
ORMDL-Interaktom stellt eine deutliche Erweiterung der bisher bekannten Interaktio-
nen von ORMDL3 mit anderen Proteinen dar. Statt sechs bekannter Interaktionspartner
für ORMDL3 sind nun über 50 bekannt. Für ORMDL2 und ORMDL1 handelt es sich
um die ersten nachgewiesenen Interaktionen des humanen Interaktoms. Mittlerweile ist
auch bekannt, dass Patienten mit Asthma eine erhöhte Expression von ORMDL3 zeigen
(Toncheva u. a. 2015), sodass die Anwesenheit einer größeren Menge von ORMDL-Pro-
teinen in der Zelle über diese zahlreichen PPI tatsächlich einen Einfluss auf eine Vielzahl
zellulärer Prozessen haben könnte. Erstmals konnten wir nun zudem zeigen, dass die
ORMDL-Proteine direkt mit den Membranrezeptoren interagieren, für die sowohl eine
Rolle in der Pathogenese von Asthma bronchiale angenommen wird als auch Funktio-
nen in der Therapie der Erkrankung bekannt sind.
Darunter befindet sich der β2-AR, für den nachgewiesen werden konnte, dass sei-
ne Interaktion mit ORMDL3 sowohl vom Allelstatus abhängig ist als auch durch β-
Sympathomimetika moduliert wird. Erstmals konnten wir zudem zeigen, dass in Folge
einer ORMDL-Überexpression vermehrt β2-AR an der Zelloberfläche exprimiert wird.
Daraus lässt sich ableiten, dass ORMDL3 möglicherweise als akzessorisches Protein des
β2-AR fungiert und dass eine ORMDL3-Überexpression zu einer verstärkten konstitutio-
nellen Aktivierung von β2-AR in Patienten mit Asthma bronchiale führt. Dies wiederum
könnte sowohl für die Pathogenese als auch die Therapie von Asthma bronchiale von
Bedeutung sein. Es sind jedoch weitere Studien notwendig, um die klinische Relevanz
der Interaktion von ORMDL3 mit β2-AR wie auch die Auswirkung der veränderten
Oberflächenexpression von β2-AR unter dem Einfluss von ORMDL3 zu untersuchen.
Das hier aufgezeigte ORMDL-Interaktom wurden mit einem BRET-System untersucht,
das dem aktuellen Stand der Wissenschaft entspricht und parallel zu dieser Arbeit
hin zu einem hochautomatisierten Verfahren mit mittlerem Durchsatz (iBRET) wei-
terentwickelt wurde. Für die hier beschriebenen Interaktionen kann ein hoher positiv
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prädikativer Wert angenommen werden und wichtige PPI wie die Homo- und Hetero-
ligomerisierung der ORMDL-Proteine oder die Interaktionen mit dem β2-AR wurden
zudem durch die komplementäre biochemische Methode der Koimmunpräzipitation
bestätigt. Dieses Interaktom kann sowohl als Ausgangspunkt für die weitere Entschlüs-
selung des ORMDL-Interaktoms und der verschieden ORMDL-Funktionen dienen wie
auch zur Integration neuer Erkenntnisse zu so unterschiedlichen Aspekten wie der
ORMDL-Funktion, des γ-Sekretase-Komplexes, des Sphingolipid- oder des Calcium-
stoffwechsels in einem gemeinsamen ORMDL-Netzwerk. Möglicherweise lassen sich in
diesem wachsenden ORMDL-Interaktom in Zukunft Querverbindungen dieser Funk-
tionen oder übergeordnete Steuerungsmechanismen und langfristig vielleicht neue An-
sätze zu kausalen Therapiemechanismen für Asthma bronchiale identifizieren. So wurde
bereits postuliert, dass innerhalb von Genregulierungsnetzwerken der Asthmapathoge-
nese und -therapie Überlappungen existieren, deren Identifikation zu neuen Möglich-
keiten für kausale Therapien führen könnten (Park u. a. 2015) und es gibt auch bereits
Versuche, einen Netzwerkphänotyp für Asthma auf Proteom-Ebene oder Genom-Ebene
zu erstellen (Y. Chen u. a. 2015, Diao u. a. 2012, Freishtat u. a. 2009, X. M. Gao 2016,
Hwang u. a. 2008, Renkonen u. a. 2010, Liu u. a. 2012).
Zusammenfassend konnten wir (1) durch den Nachweis der Homo- und Heterooligo-
merisierung der ORMDL-Proteinfamilie (Toncheva u. a. 2015) die Hinweise auf die As-
soziation der gesamten ORMDL-Proteinfamilie mit Asthma stärken, (2) für die Vielzahl
der beschriebenen Proteinfunktionen eine Entsprechung in einem großen und komple-
xen ORMDL-Interaktom finden, das nicht nur (3) die Lokalisation im ER sowie (4) eine
ORMDL-Funktion als date hub und (5) im Calcium- und im Sphingolipid-Stoffwechsel
stützt, sondern (6) auch direkte PPI zwischen ORMDL und zahlreichen GPCR sowie
insbesondere dem β2-AR enthält, und (7) einen Einfluss von ORMDL3 auf die Oberflä-
chenexpression des β2-AR, (8) eine Beeinflussung dieser PPI durch die wichtigsten Asth-
mamedikamente (β-Sympathomimetika) und (9) die relevanten Allele β2-AR-G16/Q27,
β2-AR-R16/Q27 und β2-AR-G16/E27 des β2-AR aufzeigt. Ob ORMDL tatsächlich einen
klinisch relevanten Einfluss auf die Wirksamkeit von Sympathomimetika und die Funk-
tion von GPCR wie β2-AR hat und welche der zahlreichen möglichen Funktionen für




Tabelle 5.1: Positiver und zufällig ausgewählter Referenzdatensatz zur Etablierung der BRET-
Ratio-Schwellenwerte
Positiver Referenzzdatensatz (PRS) Zufälliger Referenzdatensatz (RRS)
Protein1 Protein2 Protein1 Protein2
IL8RA IL8RA PEX11A COPS5
IL8RB IL8RB PAH DDOST
IL8RA IL8RB ACADM PEX14
MIF MIF KRT17 IL8RB
PEX3 PEX19 Fyn ACADM
PEX5d PEX14 Fyn PEX26
PEX11B PEX19 ORMDL1 PEX7
PEX12 PEX19 PEX11A RPS19
PEX13 PEX19 PEX12 PGLYRP1
PEX19 PEX14 KRT17 PAH
ABCD1 PEX19 PEX26 EEF1A1
PEX26 PEX19 PEX14 MIF
DNAJB11 HSPA5 PEX13 IL8
PEX14 PEX14 PXMP3 DDOST
PEX10v1 PEX19 ACADS PEX10v1
PEX10v1 PEX12 HNRNPK CYP51A1
PEX5d PEX12 CXCL2 PEX26
CXCR4 CXCR4 IVD RPS19
MIF RPS19 PEX26 HADHA
FOS Jun MIF HADHA
PEX10v2 PEX12 CCL11 PEX6
PEX13 PEX14 PEX13 Jun
PEX11A PEX19 ACADM NSDHL
ADRB2 ADRB2 PEX26 ORMDL1
ABCD1 ABCD1 PEX11B CXCL3
PAH PAH RPS19 CCL11
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PEX6 PEX26 ORMDL1 PEX19
VDR VDR CSNK1G2 NSDHL
PEX14 PEX7 ABCD1 ACADS
PEX13 PEX7 RPS19 CD86
Jun COPS5 IL8RA PEX14
PEX5d PEX10v2 ACADM ORMDL1
IL8RA IL8 Fyn PEX7
IL8RB IL8 IL10RB ABCD1
IL8RB CXCL1 PGLYRP1 COPS5
CXCL2 IL8RB ADRB2 PEX14
IL8RB CXCL3 CXCL1 IL10RB
CXCL1 CXCL1 HADHA PEX5b
SIL1 HSPA5 CXCR4 MRO
PDIA3 CALR ACADM PEX6
CCL11 CCR3 CCR3 TBX21
Jun Jun NSDHL CXCL3
Jun VDR ACADM ADRB2
IVD IVD CXCL2 Jun
CXCL2 CXCL2 COPS5 IVD
CCL11 CCL11 IL10RB FOS
XBP1 FOS PDIA3 CD2
DNAJB9 HSPA5 IL8RA HNRNPK
HLX TBX21 IL21R PEX7
PEX6 PEX5d ACADM PXMP3
MIF IL8RB PGLYRP1 CD2
COPS5 MIF ORMDL2 TEAD2
PEX13 PEX5d CCR3 PAH
PEX10v1 PEX10v1 CXADR PAH
PEX5d PEX5d XBP1 PEX13
MAP2K2 MAP2K2 IVD DDOST
Fyn CD2 PEX26 DNAJB11
ACADM ACADM HSPA5 PEX11B
PEX10v2 PXMP3 HSP90AB1 IL8





ABCD ATP-binding cassette, sub-family D
Aβ β-Amyloid




APH1 anterior pharynx defective 1 homologue






BRETmax Plateau der BRET-Ratio in den Sättigungsexperimenten
BRET50 Akzeptor/Donor-Verhältnis der halbmaximalen BRET-Ratio als Maß der relati-
ven Bindungsaffinität
iBRET informatics aided BRET
CALR Calreticulin
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CD Unterscheidungsgruppen (clusters of differentiation)
CHRM Muskarinische Acetylcholinrezeptor
CO Medianer Luciferase-Schwellenwert nach Kreuzvalidierung
Co-IP Koimmunpräzipitation (Co-Immunoprecipitation)
COS-7 Fibroblasten-Nierenzelllinie der grünen Meerkatze (CV-1 (simian) in Origin, and
carrying the SV40)
CTZ Coelenterazin









eIF2α eukaryotic translation initiation factor 2 alpha
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay






FKBP1A FK506 binding protein 1A
FRET Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
GFP grün-fluoreszierendes Protein
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor





HBSMC Humane bronchiale glatte Muskelzellen
HEK-293 Humane embryonale Nierenzellen 293
HRP Meerrettichperoxidase
HSP Hitzeschockproteine








IRE1 inositol-requiring enzyme 1
JAK-STAT janus kinase-signal transducer and activator of transcription signaling pathway
JNK C-Jun-N-terminale Kinase
KDELR KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptors
LCB langkettige Basen
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LCB1 Serin Palmitoyltransferase LCB Untereinheit 1
LCB2 Serin Palmitoyltransferase LCB Untereinheit 2
LDS Lithiumlaurylsulfat
LMAN2 Mannose-bindendes Lectin 2
LT Medianer unterer Schwellenwert nach Kreuzvalidierung
MCAD Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase
MFN2 Mitofusin-2
MGC Mammalian Gene Collection
NFκB nuclear factor ’κ-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
OLR Offener Leserahmen
OPRD1 Opioidrezeptor δ-1
ORMDL ORM-ähnliches Protein (ORM-like protein)
ORMDL1 ORM-ähnliches Protein 1
ORMDL2 ORM-ähnliches Protein 2





PAR2 Protease-activated receptor 2
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PDIA3 protein disulfide isomerase family A member 3
PEF Expiratorischer Spitzenfluss






Rab Rab(Ras-related in brain)-Protein
RLU Relative Lichteinheit (relative light unit)
hRluc humanisierte Renilla Luciferase
siRNA Small interfering RNA
mRNA Boten-RNA
RORC RAR related orphan receptor C
ROS ROS proto-oncogene 1 receptor tyrosine kinase
RRS zufälliger Referenzdatensatz (random reference set)
RT Raumtemperatur
S100A8 S100 calcium binding protein A8
SAC1 Phosphatidylinositol-3-Phosphatase SAC1
SAR1 Sekretions-assozierte Ras-verwandete GTPase 1
SDM ortsspezifische Mutagenese
SEC61A1 Protein Transport Protein Sec61 Subunit α Isoform 1
SEC22B SEC22 Homolog B
SERCA Sarcoplasmatisches/Endoplasmatisches Reticulum Calcium-ATPase
SERP1 Stress-assoziiertes ER-Protein 1
SLC25A17 Solute Carrier Family 25 Member 17
SNP Einzelnukleotid-Polymorphismen
SPOTS SPOTS: Komplex aus SPT, Orm1/2, Tsc3 und Sac1
SPT Serin-Palmitoyltransferase
SPTLC1 Serine Palmitoyltransferase Long Chain Base Subunit 1
SSR1 signal sequence receptor
STAT signal transducer and activator of transcription protein
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Th T-Helferzelle
TRAPPC2 trafficking protein particle complex 2
Treg Regulatorische T-Zelle
TSC3 serine palmitoyltransferase-regulating protein TSC3
TSLP Thymic stromal lymphopoietin
UPR Unfolded Protein Response
UT Medianer oberer Schwellenwert nach Kreuzvalidierung
V5 V5-Protein-Tag
VDAC Voltage-dependent anion-selective channel
XBP X-box binding protein
YFP gelb-fluoreszierendes Protein
YPK1 Serine/threonine-protein kinase YPK1
ZDHHC3 zinc finger, DHHC-type containing protein 3
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